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Analyse der Genexpression humaner Nierenerkrankungen
Abstract
Die Zahl der Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz nimmt stetig zu und die damit einhergehende
Morbidität und Mortalität ist erheblich. Nur ein besseres Verständnis der Pathogenese renaler
Erkrankungen kann neue Therapieoptionen eröffnen und eine spezifischere Diagnostik den gezielten
Einsatz von Therapien ermöglichen. Bei renalen Erkrankungen des Menschen ist die Nierenbiopsie das
einzige Verfahren, dass eine Untersuchung der morphologischen Veränderungen des Nierengewebes
erlaubt. Durch die histologische Klassifikation von Nierenbiopsien konnten diagnostische
Krankheitsentitäten etabliert und das Therapievorgehen bei zahlreichen Nierenerkrankungen
standardisiert werden. Doch bietet der Befund der Nierenmorphologie nur begrenzte Aussagekraft
bezüglich des Fortschreitens der Nierenerkrankung oder des Ansprechens auf Therapien. Der Einsatz
der Genexpressions-Analyse könnte hier zur Optimierung der Diagnostik beitragen sowie neuartige
Untersuchungen der Pathophysiologie der Niere ermöglichen. Um die Genexpression humaner
Nierenerkrankungen untersuchen zu können, wurde ein spezielles Protokoll zur
Nierenbiopsieasservierung und -mikrodissektion für den Einsatz im Rahmen einer Multizenterstudie
etabliert. Dieses ermöglichte den Aufbau der Europäischen Renalen cDNA Bank (ERCB), der weltweit
größten Sammlung humaner Nierenbiopsien zur Analyse der mRNA-Expression. Parallel hierzu wurden
Methoden entwickelt, konventionell aufgearbeitete und archivierte Nierenbiopsien bezüglich ihrer
mRNA-Expression zu untersuchen. Dies erlaubte die Bestätigung von Befunden aus Analysen der
ERCB an einer unabhängigen Gruppe von Biopsien. Mit der Analyse der Genexpression von Biopsien
aus der ERCB wurde zum einen die Expression spezifischer Genprodukte bei humanen
Nierenerkrankungen untersucht. Zum anderen konnten mRNA-Expressions-Muster identifiziert werden,
die potentiell differential-diagnostische oder prognostische Wertigkeit bei humanen Nephropathien
besitzen. Zudem konnte erstmals die bioinformatische Prädiktion der zellspezifischen Expression eines
Genprodukts anhand der ERCB überprüft und damit Hinweise auf dessen pathophysiologische Funktion
gewonnen werden. In Zukunft kann die Genexpressions-Analyse humaner Nierenbiopsien helfen,
zahlreiche pathophysiologische Ansätze humaner Nierenerkrankungen zu überprüfen und somit neue
Therapieansätze zu ermöglichen. Ebenso wichtig ist die Erstellung von umfassenden
nephropathie-spezifischen Expressions-Profilen, um ihre diagnostische und prognostische Wertigkeit zu
testen. Dies wird ein entscheidender Schritt sein, die nephropathologische Diagnostik bezüglich ihrer
differential-diagnostischen Wertigkeit und ihrer prognostischen Aussagekraft zu bereichern. 
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1. Einleitung 
1.1. Klinische Relevanz von Nierenerkrankungen 
Die Funktionen der Nieren sind vielfältig. Zentrale Aufgaben sind die Ausscheidung von 
Stoffwechselendprodukten und Fremdsubstanzen sowie die Regulation von Flüssigkeits-
haushalt, Serumosmolarität, Elektrolytkonzentration und Säure-Basen-Haushalt. Als 
endokrine Organe sind die Nieren maßgeblich an der Regulation des Blutdrucks (Renin, 
Aldosteron), der Blutbildung (Erythropoetin) und des Kalzium-Phosphat-Haushalts (1,25-
Dihydroxyvitamin D3) beteiligt.  
Für diese komplexen Aufgaben verfügt jede menschliche Niere über circa eine Million 
Nephrone, die jeweils aus dem Glomerulus als Filtrationseinheit und dem Tubulusapparat als 
Resorptions- und Sekretionseinheit bestehen. Ein Verlust der Nierenfunktion führt zu 
schweren Komplikationen, die auch im Zeitalter der sogenannten „Nierenersatzverfahren“ 
eine deutlich erhöhte Morbidität und Mortalität verursachen. 
Circa 80.000 Menschen waren im Jahr 2003 in Deutschland terminal niereninsuffizient 
(60.000 Dialysepatienten, 20.000 Transplantations-Patienten). Dies entspricht einer 
Gesamtprävalenz von 950 Patienten pro eine Million Einwohner. Die Zahl der Patienten, die 
2003 in Deutschland neu dialysepflichtig wurden, liegt bei über 15.000. Von großer 
medizinischer und sozioökonomischer Wichtigkeit ist, dass sowohl die Prävalenz (3-4% pro 
Jahr) als auch Inzidenz (2% pro Jahr) der terminalen Niereninsuffizienz kontinuierlich steigen 
(57). 
Das Spektrum der therapeutischen Möglichkeiten, eine Niereninsuffizienz kausal zu 
behandeln oder ihr Fortschreiten zu verlangsamen, bleibt begrenzt. Nur Fortschritte im 
Verständnis der Pathogenese der Erkrankung sowie Verbesserungen der diagnostischen 
Möglichkeiten und therapeutischen Optionen können hier neue Perspektiven bieten.  
Der größte Teil der renalen Erkrankungen, die zu einer Niereninsuffizienz führen, sind 
glomeruläre Erkrankungen. Hierbei spielen „sekundäre“ Schädigungen durch 
Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie eine immer wichtigere 
Rolle. Jedoch leiden immer noch die Hälfte der Dialysepatienten in Deutschland an 
„primären“ renalen Erkrankungen wie Glomerulonephritiden, zystischen Nierenerkrankungen 
und interstitiellen Nephritiden (57). 
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1.2. Etablierte Diagnostik und Molekulare Diagnostik 
Wird klinisch eine Nierenerkrankung anhand von Anamnese, Untersuchungsbefund und 
laborchemischen Werten festgestellt, so ist die histologische Diagnosesicherung vor 
Therapieentscheidung bei einer Vielzahl von renalen Erkrankungen unerlässlich. Hierbei ist 
die Nierenbiopsie die Methode der Wahl (104, 21) und die Untersuchung des biopsierten 
Gewebes mit Hilfe von Lichtmikroskopie, Immunfluoreszenz und Elektronenmikroskopie 
Standard (55, 70). Zwar ermöglichte die  Etablierung der Nierenbiopsie wichtige Fortschritte 
im Verständnis der Nieren-Pathologie und der klinischen Nephrologie, jedoch ist die 
diagnostische Einordnung der histologischen Befunde zuweilen schwierig und insbesondere 
ihre prognostische Vorhersagekraft bezüglich des Therapieansprechens oder 
Organüberlebens limitiert (97).  
Der Ansatz von molekularen Analysen wie Mutations-Screening und Genexpressions-
Untersuchungen zeigte in den letzten Jahren vielversprechende Möglichkeiten. So erlaubten 
Mutationsanalysen im Bereich der Nephrologie revolutionäre Einblicke in die Physiologie der 
Niere (u. a. Schlitzmembran-assoziierte Moleküle wie Nephrin (88)) und ermöglichten 
erstmals Familienuntersuchungen auf erbliche Nephrosen (z. B. autosomal-dominante und  
-rezessive Formen der Fokal segmentalen Glomerulosklerose (82, 18). Die Genexpressions-
Analyse erlaubt die quantitative Untersuchung der im Nierengewebe transkribierten Gene, 
des sogenannten Transkriptoms. Dies wurde insbesondere durch die technischen 
Verbesserungen auf dem Gebiet der mRNA-Analyse möglich (real-time RT-PCR, 
Microarrays). 
1.2.1. Verfahren der Genexpressions-Analyse 
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) gelang es erstmals Nukleinsäuren exponentiell 
zu amplifizieren (132). Durch reverse Transkription (RT) von RNA in cDNA wurde es später 
möglich, auch mRNA unkompliziert zu analysieren und quantifizieren (72, 111). Diese 
Quantifizierung wurde durch die Etablierung der sogenannten real-time RT-PCR 
revolutioniert, die eine direkte Detektion jedes amplifizierten Nukleinsäurestrangs ermöglicht 
(76, 62). Alle diese PCR-Verfahren nutzen die temperaturabhängige Anlage von 
sequenzspezifischen Oligonukleotiden (Primer) an die zu amplifizierende Nukleinsäure und 
die folgende Synthese eines entsprechenden Gegenstrangs durch eine Polymerase. Dies 
bedeutet, dass gezielt einzelne bekannte Sequenzen amplifiziert und quantifiziert werden 
können. Die Quantifizierung dieser einzelnen Kandidaten-mRNA wurde durch die Einführung 
der real-time RT-PCR sehr exakt und reproduzierbar. Neue Verfahren wie Multiplex-PCR 
und Hochdurchsatzverfahren der real-time RT-PCR erlauben sogar die gleichzeitige Analyse 
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von mehreren hundert Genen bzw. mRNAs, jedoch bleibt die Zahl der zu untersuchenden 
Kandidatengenen klein im Verhältnis zur Gesamtzahl der Gene des menschlichen Körpers.  
Eine zeitgleiche Analyse der Genexpression mehrerer tausend Gene wurde erst durch die 
Hybridisationsverfahren, den sogenannten Arrays, möglich (139). Hierbei werden Gen-
spezifische Nukleotidsequenzen (targets) an definierten Stellen (spots) auf Trägerstoffen 
(Filter, später Glas) aufgetragen oder synthetisiert. Zuvor radioaktiv oder 
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Nukleinsäuren (probes) der zu untersuchenden Proben 
werden in Lösung aufgetragen und hybridisieren mit den target-Sequenzen. Die 
Quantifizierung erfolgt durch Analyse der Signalstärke (Fluoreszenz, Radioaktivität) der 
hybridisierten probes an den jeweiligen spots. Schon bald erlaubte die Array-Technik das 
Transkriptionsprofil des gesamten Genoms eines einfachen Organismus wie der Hefe zu 
untersuchen (33), und es dauerte nicht lange bis auch die Transkription tausender 
menschlicher Gene erfasst werden konnten (80). Heute ermöglichen Microarrays die 
Expressions-Analyse aller bekannten menschlichen Gene inklusive sogenannter expressed 
sequence tags (ESTs). 
Real-time RT-PCR und Microarrays sind die derzeit verbreitetsten Methoden der 
Genexpressions-Quantifizierung. Alternative Techniken wie Differential Display, 
Ribonuclease Protection Assay (RPA), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) oder 
auch in situ Hybridization haben ihre Bedeutung vor allem bei in vitro-Studien oder Analysen 
von Tiermodellen. Sie finden aber aus verschiedenen Gründen kaum Anwendung bei der 
Untersuchung von humanen Proben, vor allem wegen der erforderlichen Mengen des 
Ausgangsmaterials und des hohen zeitlichen und technischen Aufwands. 
1.2.2. Bioinformatische Analysen 
Diese Techniken erfordern neue bioinformatische Verfahren, um die großen Datenmengen 
zu bewältigen und interpretieren zu können. Hier leisteten insbesondere Studien auf dem 
Gebiet der Hämatologie und Onkologie Pionierarbeiten. So gelang es Golub und Mitarbeitern 
anhand der Genexpressions-Daten von Gewebeproben von Patienten mit akuten 
lymphoblastischen und akuten myeloischen Leukämien krankheitsspezifische Muster zu 
identifizieren (66). Sie definierten sogenannte class predictors, eine Gruppe von regulierten 
Genen mit Vorhersagewert bezüglich der Krankheitsentität. Mit dieser Auswahl an Genen 
gelang auch die korrekte Zuordnung neu analysierter Gewebeproben. Perou et al. nutzen 
hierarchical clustering (44) zur Analyse der Genexpression von Brusttumoren. Hierbei 
werden Expressions-Profile von unterschiedlichen Proben (z. B. Patientenproben) nach ihrer 
Ähnlichkeit geordnet. Perou und Mitarbeiter identifizierten anhand dieser cluster 
physiologisch relevante Subkategorien innerhalb der Tumorgewebe (basalepitheliale, 
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ERBB2-überexprimierende, Normalgewebe-ähnliche Tumore) (116). Dies war 
bemerkenswert, da solide Tumoren heterogenere Gewebe darstellen als hämatologische 
Malignome und sich daher auch bezüglich der Expressions-Profile weniger ähneln. Sorlie et 
al. gelang es schließlich mit Hilfe von Significance Analysis of Microarrays (SAM) (167) das 
Überleben der jeweiligen Patienten in die Analyse einzuschließen (152). Auch diese 
Arbeitsgruppe untersuchte Gewebe von Brusttumoren und konnte eine signifikante 
Korrelation des Expressions-Profils von 264 Genen mit dem jeweiligen Patientenüberleben 
nachweisen. 
Die beispielhaft genannten Arbeiten zeigen die faszinierenden Möglichkeiten, die die 
Genexpressions-Analyse im Rahmen der zukünftigen klinischen Diagnostik bietet. In der 
Onkologie ist mit der baldigen Aufnahme dieser Technik in die Routinediagnostik zu rechnen. 
Dies kann die Klassifizierung der Erkrankungen erleichtern und darüber hinaus den 
Krankheitsverlauf und auch das Therapieansprechen besser vorhersehbar machen.   
1.3. Limitationen und Strategien der Genexpressions-Analyse bei 
Nierenbiopsien 
Verständlicherweise wurde bald versucht, diese Analyseverfahren auf andere Gebiete der 
Medizin zu übertragen. Auch in der Nephrologie gab es frühe Versuche, neue Techniken wie 
„quantitative PCR“ zur Untersuchung der Pathophysiologie humaner Nierenerkrankungen 
einzusetzen (117, 171, 177, 49).  
Jedoch wurden die euphorischen Anfänge durch einige spezielle Herausforderungen 
gebremst, die sich bei der Analyse von mRNA aus humanen Nierenbiopsien ergaben (159, 
24, 23): 
Die Menge an RNA, die aus leukämischem Blut oder chirurgisch entferntem Tumorgewebe 
isoliert werden kann, ist auf Grund der hohen Zellzahl erheblich. Im Gegensatz hierzu stehen 
nach einer diagnostischen Nierenbiopsie allenfalls kleine Anteile des Stanzzylinders für 
experimentelle Untersuchungen zur Verfügung, da verständlicherweise ausreichend Material 
für die Routinediagnostik gesichert werden muss (55). So ergeben sich Limitationen durch 
die Sensitivität der Analysetechniken, die z. B. bei den Hybridisationsmethoden (Arrays) 
durch Amplifikationstechniken überwunden werden müssen (siehe Diskussion und Ausblick). 
Eine geringe Gewebemenge birgt ferner das Problem des Sammelfehlers, da gerade bei 
fokalen Erkrankungen spezifische Veränderungen verfehlt werden können. Eine weitere 
Herausforderung stellt die Heterogenität des Nierengewebes dar. So repräsentieren 
verschiedene Stanzzylinder Nephronsegmente, Interstitium und Gefäße in unterschiedlichem 
Ausmaß (Abb. 1) (159). Darüber hinaus entspricht das Genexpressions-Profil bei 
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Tumorgewebe überwiegend einer klonalen Zellexpansion, welche das normale Gewebe 
verdrängt und zu inflammatorischen Reaktionen und Gewebeumbauten wie 
Neovaskularisation führen kann. Im Gegensatz hierzu entspricht das Genexpressions-Profil 
bei einigen Glomerulopathien überwiegend Veränderungen in der transkriptionellen 
Regulation der intrinsischen Nierenzellen ohne signifikante Veränderung der renalen 
Zellpopulationen (Abb. 1) (94). Bei Nierenerkrankungen ist zudem allgemein anerkannt, dass 
z. B. Glomerulopathien der gleichen deskriptiven Diagnosegruppe unterschiedliche 
pathogenetische Mechanismen zu Grunde liegen können (120), was die Analyse der 
krankheitsspezifischen Genexpression zusätzlich erschwert. Und zuletzt ist der Zeitverlauf 
von Nierenerkrankungen wechselnd und umfasst Spontanremissionen bis hin zu rapider 
Progression.  
 
Abb. 1: Schematischer Aufbau des Nephrons und seiner potentiellen Schädigung: 
A) Im Gesunden besteht der Glomerulus aus Kapillarschlingen mit intakter glomerulärer 
Basalmembran (GBM), die auf der Außenseite von Podozyten bedeckt ist.  
B) Bei Glomerulopathien kann es sowohl zur Proliferation von mesangialen Zellen als auch Infiltration 
von Leukozyten kommen. Ebenso können glomeruläre Erkrankungen zum Verlust der spezifischen 
Konfiguration und Funktion der Podozyten und zu Veränderungen der GBM führen. Ferner kann das 
extrakapilläre Epithel der glomerulären Kapsel (Bowmannsche Kapsel) proliferieren. 
C) Das Nierenparenchym im Gesunden (A) wird zum überwiegenden Teil von Tubuli gebildet. Bei 
tubulo-interstitiellen Erkrankungen kann der Tubulus direkt geschädigt sein (Atrophie, Nekrose) 
oder/und es kommt zur interstitiellen Zellinfiltration und Matrixvermehrung bis hin zur Fibrose.  
Die vaskuläre Komponente des Tubulo-Interstitiums ist in dieser Abbildung nicht darsgestellt. 
  
Neben diesen nierenspezifischen Herausforderungen stellen sich bei der Untersuchung von 
Biopsien aus Patientenmaterial Probleme allgemeiner Natur: Eine der größten 
Herausforderungen bei der Analyse der mRNA ist deren Instabilität. Sowohl durch 
gewebeeigene, als auch durch allgegenwärtige RNasen auf Oberflächen war lange die 
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Analyse von mRNA erheblich erschwert (68, 11). Ferner ist zur suffizienten Analyse der 
Genexpression von Erkrankungsentitäten eine ausreichend große Menge von untersuchten 
Patientenproben erforderlich. Die dafür erforderlichen Patientenzahlen können einzelne 
Kliniken nur in Ausnahmefällen und bei häufigen Erkrankungen aufbringen. 
Diese Schwierigkeiten mussten zunächst überwunden werden, bevor die Analyse der 
mRNA-Expression aus humanen Nierenstanzzylindern adäquat erfolgen konnte. 
C. D. Cohen  Analyse der renalen Genexpression 
 
11 
2. Fragestellung der vorliegenden Arbeiten  
Die Analyse der mRNA-Expression von erkranktem Gewebe gibt neue pathophysiologische 
Einblicke und scheint die herkömmlichen Diagnoseverfahren durch verbesserte Prädiktion 
der Prognose und des Therapieansprechens ergänzen zu können. 
Generelles Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, die renale Genexpression bei 
Nierenerkrankungen des Menschen zu untersuchen. 
Spezifische Aufgabenstellungen waren hierbei:  
1. Bezüglich der Methodik: 
a) Etablierung eines robusten Protokolls zur Nierengewebeasservation und  
-aufarbeitung für eine Multizenterstudie 
b) Untersuchung von Möglichkeiten der interexperimentellen Normalisierung der 
mRNA-Expression bei unterschiedlichen Gewebeproben 
c) Etablierung von Methoden zur Genexpressions-Analyse aus routinemäßig 
durchgeführten, archivierten Nierenbiopsien 
d) Quantifizierung der mRNA-Expression einzelner, isolierter Nierenzellen 
2. Bezüglich der Anwendung: 
a) Untersuchung der Übertragbarkeit von Daten aus dem Tiermodell auf den 
Menschen 
b) Testung der differential-diagnostischen Möglichkeiten der Genexpressions-Analyse 
c) Identifizierung von renalen Genexpressions-Mustern mit prognostischer Wertigkeit 
d) Untersuchung der renalen Genexpression bezüglich neuer pathophysiologischer 
Hypothesen 
e) Bestätigung bioinformatisch prädiktierter, renaler Genexpressions-Muster  
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3. Diskussion der eigenen Arbeiten 
3.1. Methodik 
3.1.1.  Etablierung eines robusten Protokolls zur Nierengewebeasservation und  
-aufarbeitung für eine Multizenterstudie 
I.  C. D. Cohen, K. Frach, D. Schlöndorff, M. Kretzler (2002)  
Quantitative gene expression analysis in renal biopsies: a novel protocol for a high-
throughput multicenter application 
Kidney Int.;61: 133-40 
Es gab bereits mehrere Versuche, krankheitsassoziierte mRNA-Expressions-Änderungen in 
murinem oder humanem Nierengewebe mit Hilfe von RT-PCR zu detektieren (7, 49, 117, 
171, 3). Jedoch waren diese Untersuchungen mit Schwächen behaftet: Zum einen war die 
mRNA-Ausbeute und -Qualität limitiert. Zum anderen konnten nur kleine Patientenzahlen 
untersucht werden, da die meisten Studien monozentrisch durchgeführt worden waren. 
Unser Ziel war daher die Initiierung einer Multizenterstudie, der Europäischen Renalen cDNA 
Bank (ERCB). Essentielle Voraussetzung dafür war die Erarbeitung eines robusten 
Studienprotokolls zur mRNA-Analyse auf dem Boden eines bereits etablierten Protokolls von 
Peten et al. (117). 
Wichtige zu definierende Aspekte waren: 
1. Versand und Lagerung der Biopsiepartikel 
2. Mikrodissektion der Biopsiepartikel in Nephronsegmente (Glomeruli, tubulo-interstitielle 
Anteile) 
3. Lyse der Gewebefragmente und RNA-Isolation 
4. Reverse Transkription 
 
ad 1) Zunächst musste ein Medium gefunden werden, das den Versand und die Lagerung 
von Nierenbiopsien erlaubte. Das Protokoll von Peten et al. hatte die Lagerung in 
Flüssigstickstoff und den Versand auf Trockeneis vorgesehen. Dieses Vorgehen geht jedoch 
bei nicht zuvor mikrodissezierten Proben mit massivem Verlust von mRNA durch 
Zellwandschädigung einher.  
Wir testeten daher einen neuen RNase Inhibitor (RNAlater, Ambion, Austin, TX, USA). 
Murines Nierengewebe wurde für 5 Tage in RNAlater oder phosphatgepufferter 
Kochsalzlösung (PBS) bei Raumtemperatur, +4°C, -20°C oder -80°C gelagert. Die 
quantitative mRNA-Ausbeute wurde anhand des ubiquitär exprimierten Gens 
C. D. Cohen  Analyse der renalen Genexpression 
 
13 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, siehe II) durch real-time RT-PCR 
gemessen. Bereits bei Raumtemperatur (RTemp) ließ sich mit dem RNase-Inhibitor eine 
ähnlich gute RNA-Ausbeute wie mit PBS bei -80°C dokumentieren (8,4 ± 3,1 bzw. 10,4 ± 
5,5-höhere Ausbeute als PBS bei RTemp). Die beste Ausbeute konnte bei -80°C mit dem 
RNase-Inhibitor erzielt werden (14,3 ± 6,7 vs. PBS bei Rtemp) (Originalarbeit I: Abb. 1).  
Um eine langfristige RNA-Protektion zu gewährleisten, wurden isolierte Glomeruli sowohl für 
2 Wochen als auch für 6 Monate in RNAlater gelagert. Nach beiden Zeiträumen ließ sich 
kein Unterschied bezüglich der mRNA-Ausbeute feststellen.  
Um die mRNA-Qualität zu untersuchen, wurden tubulo-interstitielle Fragmente für 6 Monate 
bei -20°C gelagert, im Anschluss die mRNA isoliert und dann mit Hilfe eines Analysechip-
Systems untersucht (RNA 6000 LabChip, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Die 
mRNA war gut konserviert (28S/18S > 2) und es fanden sich keine Zeichen der mRNA-
Degradation (I: Abb. 2). 
ad 2) Um bei der Mikrodissektion der Nephronsegmente einen adäquaten Probendurchsatz 
für eine Multizenterstudie zu gewährleisten, testeten wir die manuelle Mikrodissektion 
(Lasermikrodissektion wird in III und IV diskutiert). Diese wird unter einem Stereomikroskop 
mit Nadeln durchgeführt. Um die Qualität der Dissektion und damit die Reinheit der isolierten 
Nephronsegmente zu überprüfen, wurde die Expression von Wilm’s Tumor Antigen 1 (WT-1) 
– einem in der Niere nahezu podozyten-spezifischen Transkriptionsfaktor – untersucht. 
Erwartungsgemäß fand sich in den dissezierten Glomeruli eine um mindestens zwei 
Größenordnungen höhere Expression als tubulo-interstitiell, so dass eine suffiziente 
Trennung der beiden Organkompartimente nachgewiesen war (I: Abb. 3).  
Zur Überprüfung des besten Mediums für die Mikrodissektion verdünnten wir RNAlater 
stufenweise in PBS. Eine 60-fach höhere RNA-Ausbeute in unverdünntem RNAlater 
verglichen mit PBS ließ uns die Mikrodissektion in 100%igem RNAlater fortführen (I: Abb. 
4a). In weiteren Untersuchungen konnten wir einen signifikanten Verlust von mRNA auch bei 
länger dauernder Mikrodissektion (90 min) ausschließen (I: Abb. 4b). 
ad 3) Frühere Protokolle hatten eine mechanische Zelllyse in Anwesenheit eines Detergenz 
(Triton-X) empfohlen und auf eine mRNA-Isolation verzichtet, sondern das lysierte Gewebe 
direkt in die Reverse Transkription (RT) eingesetzt (in situ RT). Wir wollten eine 
reproduzierbare Zelllyse und RT etablieren, die erneut einen hohen Probendurchsatz 
erlauben musste.  
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Bei Austestung von verschiedenen mechanischen Zelllysesystemen (Schockgefrieren, 
denaturierender Lysepuffer, Ultraschall, Schrettersäulen) stellte sich die Lyse in β-
Mercaptoethanol- und Guanidinthiocyanat-haltigem Lysepuffer als am zuverlässigsten dar 
(10 min im Schüttler). Die RNA-Isolation mit Silicagel-Säulchen ist für den Routine-Einsatz 
am geeignetsten. Wir testeten daher dieses Verfahren gegen die vormals etablierte in situ 
RT und konnten eine 75-fach höhere RNA-Ausbeute nachweisen. Ferner konnten wir durch 
die RNA-Isolation die Verunreinigung der mRNA-Proben mit genomischer DNA auf unter 
0,1% reduzieren. 
ad 4) Um eine quantitative RT-PCR durchführen zu können, darf die RT nicht gesättigt sein, 
da sonst eine Quantifizierung durch die PCR im Verlauf unmöglich ist. Wir testeten dies an 
10 ng humaner RNA, die in Anwesenheit von verschiedenen Primer- (Hexanucleotide) und 
Enzymkonzentrationen revers transkribiert wurden. Nach Etablierung der besten 
Konzentrationen (Primer 1 µg/45 µl, Reverse Transkriptase 200 U/45µl) konnten wir zeigen, 
dass die RT in einem Bereich von 0,1 - 400 ng Gesamt-RNA nicht gesättigt und quantitativ 
korrekt ist (I: Abb. 5). Dieser Bereich entspricht der RNA-Ausbeute aus mikrodissezierten 
Nierengewebepartikeln. 
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Abb. 2: Direkter Vergleich der mRNA-Ausbeute: 
Die Ausbeute von mRNA aus mikrodissezierten Nierenbiopsien mit dem hier beschriebenem Protokoll 
(Cohen et al., I.) war 75-fach höher als mit dem ursprünglichen Protokoll von Peten et al. (117) (*: p < 
0,05, n = 4, arbiträre Einheiten). 
 
Zuletzt verglichen wir das Ausgangsprotokoll (117) mit unserem neuen Protokoll und konnten 
eine 75 ± 15-fach höhere mRNA-Ausbeute mit dem neuen Protokoll belegen (Abb. 2). So 
können an isolierten Glomeruli, die nach dem neuen Protokoll isoliert wurden, bis zu 100 
verschiedene mRNAs quantitativ im Doppelansatz untersucht werden. 
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Neben dieser deutlich gesteigerten RNA-Ausbeute ermöglicht das neue Protokoll erstmals 
die klinische Anwendung. Bei früheren Arbeiten musste der Gewebepartikel umgehend nach 
der Biopsie gekühlt unter einem Stereomikroskop mikrodisseziert werden und dann bei  
-80°C gelagert und auf Trockeneis verschickt werden. Nun konnten erstmals voretikettierte 
Probengefäße mit RNAlater an die einzelnen Zentren verschickt werden. Dort wird ein 
kleiner Anteil der Nierenbiopsie (ca. 10% eines Zylinders) in das Gefäß gegeben, bei -20°C 
gelagert und mit der normalen Post zu uns ins Studienzentrum geschickt. Erst hier findet die 
Mikrodissektion von Glomeruli und tubulo-interstitiellem Gewebe durch geschulte 
Assistenten statt, was die Reproduzierbarkeit des Protokolls erhöht (Abb. 3). 
     
Abb. 3: Schematischer Ablauf des Protokolls der Europäischen Renalen cDNA Bank (ERCB): 
Circa 10% des gesamten biopsierten Nierengewebes werden in voretikettierten Gefäßen, die mit 
RNase-Inhibitor gefüllt sind, ins Studienzentrum nach München geschickt. Hier werden Glomeruli und 
tubulo-interstitielle Anteile mikrodisseziert und RNA isoliert. Die Genexpressions-Analyse erfolgt mit 
Hilfe von real-time RT-PCR und Arrays. Parallel zur Gewebeaufarbeitung werden klinische und 
histologische Daten standardisiert erfasst.  
Mit Hilfe dieses Protokolls konnte die Europäische Renale cDNA Bank (ERCB) bislang 25 
Zentren rekrutieren und 1600 Nierenbiopsien aufarbeiten. Zu allen Biopsien werden klinische 
Daten und histologische Befunde standardisiert erfasst und zentral in einer eigens dafür 
eingerichteten Datenbank gespeichert (Abb. 3). Verlaufsdaten zu Nierenfunktion und sowie 
Organ- und Patientenüberleben werden bei selektierten Patienten alle 12 Monate erfasst. 
Dies erlaubt die bioinformatische Korrelation der mRNA-Expressions-Daten mit klinischen 
Befunden und Verlaufsdaten (z. B. VIII).  
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3.1.2.  Untersuchung von Möglichkeiten der interexperimentellen Normalisierung der 
mRNA-Expression bei unterschiedlichen Gewebeproben 
II. H. Schmid, C. D. Cohen, A. Henger, S. Irrgang, D. Schlöndorff, M. Kretzler (2003) 
Validation of endogenous controls for gene expression analysis in microdissected 
human renal biopsies 
Kidney Int.;64: 356-60 
Die Quantifizierung von mRNA muss sich auf einen gemeinsamen Referenzwert beziehen, 
um eine interexperimentelle Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Bei den meisten Studien sind 
dies sogenannte Housekeeper-Gene. Dies sind ubiquitär exprimierte Gene, die auch unter 
pathologischen Bedingungen nicht transkriptionell reguliert sein sollten. Somit wäre die 
Expression eines idealen Housekeepers in Zellen des gleichen Zelltyps unter allen 
physiologischen und pathologischen Bedingungen gleich. Als Housekeeper werden häufig 
folgende Gene verwandt: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), β-Actin, 
Cyclophilin A und 18S rRNA. Für einige dieser Gene ist jedoch eine Regulation unter 
bestimmten Bedingungen beschrieben (164). 
Um eine zuverlässige Quantifizierung der RT-PCR-Experimente im Rahmen der ERCB zu 
ermöglichen, wurde die Expression von drei Housekeeper-mRNAs in mikrodissezierten 
humanen Nierenbiopsiepartikeln untersucht. Es wurden 165 Nierenbiopsien analysiert. Dabei 
wurde auf ein breites Spektrum von histopathologischen Veränderungen geachtet, um 
krankheitsspezifische Effekte erkennen zu können: IgA-Nephritis (IGAN, n = 35), 
Membranöse Glomerulonephritis (MGN, n = 28), Rapid progressive GN (RPGN, n = 20), 
benigne Nephrosklerose (BNS, n = 16), Minimal-Change GN (MCD, n = 14), diabetische 
Nephropathie (DN, n = 13), Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS, n = 9), Interstitielle 
Nephritis (IN, n = 8); Kontrollen (KON): unauffällige Tumornephrektomieanteile (n = 14), 
Prätransplant-Biopsien von Kadavernieren (n = 4) und Prätransplant-Biopsien von 
Lebendspender-Nieren (n = 4). 
Die Analyse der tubulo-interstitiellen Anteile erbrachte die höchste mRNA-Expression für den 
Housekeeper 18S rRNA, gefolgt von GAPDH und zuletzt Cyclophilin A. Die Korrelation der 
Expression der Housekeeper-mRNAs war hoch (GAPDH/18S rRNA r = 0,77; 
GAPDH/Cyclophilin r = 0,73, 18S rRNA/Cyclophilin r = 0,96) (Originalarbeit II: Abb. 1, 3).  
Jedoch lag bei 12 der 165 Biopsien GAPDH außerhalb des 95%-Konfidenzintervalls. Eine 
Untersuchung der absoluten Expression von GAPDH bei diesen 12 Biopsien erbrachte, dass 
hier die GAPDH-Expression tubulo-interstitiell niedriger war als in den anderen 153  
Biopsien. Somit muss angenommen werden, dass GAPDH bei diesen Biopsien 
transkriptionell herunterreguliert ist. Die 12 Biopsien ließen sich keiner bestimmten 
Krankheitsentität zuordnen (IGAN, n = 3; DN, n = 2; MGN, n = 3; KON, n = 2). Auch konnten 
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keine Besonderheiten bei der Aufarbeitung der Biopsien identifiziert werden (Biopsiezentrum, 
Lagerungszeit, Duplikatvarianz bei der RT-PCR etc.).  
Die Analyse der mikrodissezierten Glomeruli erbrachte hingegen keinen Hinweis auf eine 
Regulation eines der Housekeeper, zeigte jedoch, dass sich Cyclophilin A auf Grund der 
niedrigen Expression nicht als Referenzgen für die Analyse dieses Kompartiments eignet. 
Zusammenfassend können alle drei Housekeeper-mRNAs für die Normalisierung der mRNA-
Quantifizierung herangezogen werden. Es ist jedoch erforderlich, hierzu mehr als einen 
Housekeeper zu benutzen, um nicht die Expressions-Auswertung durch Regulation eines 
einzelnen Housekeepers zu verfälschen. Cyclophilin A ist für die Analyse von 
mikrodissezierten Glomeruli auf Grund der niedrigen Expression nicht geeignet. In den 
darauffolgenden Studien, die Biopsien der ERCB verwandt haben, wurden diese Maßgaben 
konsequent umgesetzt. 
3.1.3. Etablierung von Methoden zur Genexpressions-Analyse aus routinemäßig 
durchgeführten, archivierten Nierenbiopsien 
Die Ergebnisse von Analysen der ERCB sollten anhand konventionell aufgearbeiteter 
Nierenbiopsien überprüft werden. Deshalb versuchten wir, mRNA aus archivierten 
Routinebiopsien zu quantifizieren. Eine manuelle Mikrodissektion ist bei diesen Biopsien 
nicht möglich, da sie meist formalin-fixiert archiviert sind, beziehungsweise die wenigen 
Gefrierbiopsien nur als Gefrierschnitte aufgearbeitet werden können. Daher wurde für diese 
Analysen die Lasermikrodissektion von Routinebiopsien etabliert.  
Die Lasermikrodissektion ermöglicht das mikroskopisch kontrollierte Herauslösen einzelner 
Fragmente aus einem Gewebeverband an histologischen Schnitten. Das Verfahren, das für 
die hier angeführten Studien verwandt wurde, ist das laser capture microdissection-
Verfahren (PALM, Wolfratshausen, Deutschland). Bei diesem wird das Gewebe mit einem 
Laser ausgeschnitten und anschließend durch einen energiereicheren Laser-Impuls 
hochkatapultiert und bleibt an einem Flüssigkeitsfilm hängen. Aus dem gewonnenen 
Gewebe kann mRNA isoliert und durch real-time RT-PCR quantifiziert werden.  
Zur Etablierung der Methodik wurde zunächst eine Studie zur Chemokin-Expression in der 
Nierenentwicklung an gefrorenem embryonalem Nierengewebe durchgeführt (III). Im 
Anschluss wurde versucht, die Methodik auf archivierte, formalin-fixierten Routinebiopsien zu 
übertragen (IV). 
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III.  H. J. Gröne, C. D. Cohen, E. Gröne, C. Schmidt, M. Kretzler, D. Schlöndorff, P. J. 
Nelson (2002): 
Spatial and Temporally Restricted Expression of Chemokines and Chemokine 
Receptors in the Developing Human Kidney 
J. Am. Soc. Nephrol., 13: 957-967 
In der embryonalen Entwicklung der Niere sprießt früh die Ureterknospe vom 
mesonephrogenen (Wolffschen) Gang in das metanephrogene Gewebe (136). Das 
metanephrogene mesodermale Blastem bildet dann Glomeruli sowie proximale und distale 
Tubuli. Dabei beschreiben vier Stadien die Entwicklung der Glomeruli: Komma-förmiges 
Körperchen (comma-shaped body), S-förmiges Körperchen (S-shaped body), 
Kapillarschlinge (capillary loop) und reifendes Stadium (119). Wichtige Mechanismen hierbei 
sind Zell-Zell-Adhäsion, Zellproliferation und gezielte Zellwanderung.  
Chemokine sind strukturell verwandte Zytokine, welche nicht nur Zelladhäsion, Chemotaxis 
und Zellaktivierung gezielt regulieren können, sondern auch homeostatische Funktionen 
haben (148, 180). Im Rahmen dieser Studie sollte untersucht werden, ob Chemokine auch 
bei der Organogenese der Niere eine regulierende Funktion haben. Hierfür wurden die 
Chemokine Fractalkine/CX3CL1, interferon-inducible protein 10 (IP-10/CXCL10) und 
stromal-cell-derived factor 1 (SDF-1/CXCL12) mit ihren jeweiligen Rezeptoren CX3CR1, 
CXCR3 und CXCR4 untersucht, da sie unterschiedliche funktionelle Eigenschaften 
repräsentieren (Adhäsion, Proliferation bzw. vaskuläre Effekte (147, 129, 128, 160, 181). 
Zunächst wurde die Lokalisation der Chemokine und ihrer Rezeptoren durch 
Immunhistochemie an Gefrierschnitten von humanen embryonalen Nierenanlagen nach 
genehmigtem Protokoll untersucht (Gestationsalter: 14-22 Wochen; n = 7). Da Chemokine 
lösliche Botenstoffe sind, wurde der Bildungsort dieser Mediatoren in mikrodissezierten 
Nephronsegmenten durch RT-PCR überprüft. 
Fractalkine/CX3CL1 war immunhistochemisch insbesondere im nephrogenen Blastem, 
betont um S-shaped bodies, nachzuweisen. Im sich entwickelnden Glomerulus stellte sich 
das Mesangium positiv dar. Ferner waren der distale (nicht hingegen der proximale) Tubulus, 
Sammelrohr sowie arterielle und venöse Endothelien positiv (Originalarbeit III: Abb. 1). 
Zellen um die glomerulären Entwicklungsstufen wiesen immunhistochemisch eine deutlich 
positive Färbung für den entsprechenden Rezeptor CX3CR1 auf (III: Abb. 2). Um 
nachzuweisen, dass Fractalkine/CX3CL1 auch an diesen Orten produziert und nicht 
sekundär dort abgelagert wird, wurden glomeruläre Entwicklungsstufen lasermikrodisseziert. 
Es fand sich eine signifikante Expression von Fractalkine/CX3CL1-mRNA in comma- und S-
shaped bodies, Glomeruli und Sammelrohranlagen (III: Abb. 5, 6). 
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IP-10/CXCL10 zeigte in der Immunhistochemie nur ein sehr fokales Färbemuster: Einzelne 
Zellen im Stroma von Cortex und Medulla waren positiv (III: Abb. 3). Hingegen war die 
Expression des Rezeptors für IP-10, CXCR3, sehr hoch und in allen glomerulären 
Entwicklungsstufen sowie Gefäßen positiv (III: Abb. 3). Um die niedrige Expression von IP-
10 unabhängig zu verifizieren, wurde erneut lasermikrodisseziertes Gewebe untersucht. Das 
sehr niedrige Expressions-Niveau dieses Chemokins bestätigte sich auch mit RT-PCR. 
Auch SDF-1/CXCL12 stellte sich in comma- und S-shaped bodies, Mesangium, Blutgefäßen 
und Sammelrohren positiv dar (III: Abb. 4). Die Expression des Rezeptors CXCR4 war auf 
wenige mononukleäre Zellen begrenzt, die ebenfalls positiv für CD34 waren, einem Marker 
für Stammzellen (III: Abb. 4). In der RT-PCR zeigte sich eine hohe mRNA-Expression von 
SDF-1/CXCL12 in comma- und S-shaped bodies sowie Glomeruli, und eine niedrige in 
Sammelrohren (III: Abb. 5, 6). 
Die Ergebnisse dieser Studie untermauerten zum einen die relevante Rolle von Chemokinen 
bei der Organentwicklung der Niere, wobei über die funktionelle Relevanz anhand dieser 
deskriptiven Daten nur spekuliert werden kann. Zum anderen konnte erstmals über einen 
Einsatz der Lasermikrodissektion mit anschließender real-time RT-PCR von Nierengewebe 
berichtet werden. 
IV:  C. D. Cohen, H. J. Gröne, E. Gröne, P. J. Nelson, D. Schlöndorff, M. Kretzler (2002)  
Laser microdissection and gene expression analysis on formaldehyde-fixed archival 
tissue: IP-10 and RANTES in renal allograft rejection 
Kidney Int., 61: 125-132 
Die meisten routinemäßig durchgeführten Nierenbiopsien werden zur histologischen 
Untersuchung in Formalin fixiert und anschließend archiviert. Da die mRNA durch die 
Formalin-Fixierung mit den Proteinen des Gewebes Bindungen eingeht, galt dieses Gewebe 
über Jahrzehnte für eine Analyse durch quantitative RT-PCR unzugänglich (65). Nur in 
wenigen Studien gelangen zumindest qualitative mRNA-Nachweise aus fixierten Geweben 
(77, 53, 84, 145, 153).  
Es war daher ein wichtiger Schritt zur diagnostischen Genexpressions-Analyse, als Specht 
und Mitarbeiter 2001 ein Protokoll veröffentlichten (153), das die quantitative mRNA-Analyse 
aus lasermikrodisseziertem, formalin-fixiertem Tumorgeweben erlaubte. Wichtige 
Neuerungen waren neben dem Einsatz der real-time RT-PCR, die die Quantifizierung auch 
teilweise degradierter mRNA erlaubt, ein 16-stündiger Proteinaseverdau, der die mRNA 
durch Eiweißdegradation wieder zugänglich machte. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte geprüft werden, ob dieses Protokoll auch auf die 
anatomisch im Vergleich zu Tumoren komplexere Niere übertragbar und unser Verfahren der 
C. D. Cohen  Analyse der renalen Genexpression 
 
20 
laser capture microdissection damit kompatibel ist. Hierfür wurde die Expression der beiden 
Chemokine IP-10 und RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and 
secreted) an Biopsien von Transplantatnieren mit akuter Abstoßung untersucht. Zur 
Überprüfung des Protokolls wurden mikrodissezierte Kompartimente von unfixiertem 
Nierengewebe und archiviertem, formalin-fixiertem Nierengewebe untersucht und 
miteinander verglichen. 
Zur Verfügung standen drei Transplantatnieren, die bei Transplantatversagen entfernt 
worden waren, sowie histologisch unauffällige Anteile von zwei Tumornephrektaten. Dieses 
Material wurde zur Hälfte formalin-fixiert (4% PBS-gepuffertes Formaldehyde), paraffin-
eingebettet und bei Raumtemperatur gelagert und zur anderen Hälfte in Flüssigstickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert. Ferner wurden Nierenbiopsien mit histologisch 
nachgewiesener, schwerer Transplantatrejektion (BANFF > IIb, (123)) von 4 Patienten und 
Nierenbiopsien von 4 Patienten mit unauffälliger Histologie als Kontrollgewebe untersucht. 
Diese Biopsien waren archivierte, formalin-fixierte Routinebiopsien.  
Im ersten Schritt wurden an allen Transplantatgeweben Zeichen der akuten und chronischen 
Rejektion lichtmikroskopisch und immunhistochemisch bestätigt, d. h. mononukleäres 
Zellinfiltrat, Glomerulitis, tubuläre Schädigung und vaskulär subendotheliale Zellinvasion 
(Originalarbeit IV: Abb. 3). Wie vorbeschrieben waren IP-10 und RANTES in allen 
untersuchten Kompartimenten (d. h. Glomeruli, Arterien, Tubulo-Interstitium) 
immunhistochemisch stark positiv nachweisbar (IV: Abb. 1, 2) (149, 83, 174, 67, 115). 
Im nächsten Schritt wurde die Lasermikrodissektion des Gewebes versucht. Die 
histologische Identifikation der Nephronsegmente war sowohl an Gefrierschnitten als auch 
fixiertem Material gegeben (IV: Abb. 3, 4). Dies wurde durch mRNA-Quantifizierung für 
Wilms Tumor Antigen 1 (WT-1), einem podozytenspezifischen Genprodukt, bestätigt. Um die 
beiden Gewebeaufarbeitungen (fixiertes Material, Gefriermaterial) zu vergleichen, wurden 
zunächst die parallel aufgearbeiteten Nephrektate untersucht. An beiden Geweben wurden 
identische Gewebekompartimente mikrodisseziert. Dissezierte Partikel aus fixiertem Gewebe 
wurden für 16 h bei 60°C mit Proteinase K (500 µg/nl) behandelt. Die RNA-Isolation wurde 
im Anschluss für beide Gewebe durch Präzipitation in Phenol-Chloroform durchgeführt. Es 
zeigte sich, dass die mRNA-Ausbeute aus Gefrierschnitten 5,8 ± 1-fach höher war als bei 
fixiertem Gewebe.  
Nichtsdestotrotz war die reproduzierbare Quantifizierbarkeit von mRNA aus beiden Geweben 
gegeben: Dies wurde untersucht, indem Folgeschnitte des gleichen Gewebes 
mikrodisseziert und bezüglich der Expression von IP-10- und RANTES-mRNA verglichen 
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wurden. Es konnte eine hochsignifikante Korrelation des Expressions-Niveaus aus jeweils 
erstem Schnitt und Folgeschnitt nachgewiesen werden (n = 71, r = 0.9, p < 0,01) (Abb. 4; IV: 
Abb. 6).  
Schlussendlich wurde die Expression der beiden Chemokine aus gefrorenen Nephrektaten, 
fixierten Nephrektaten und Routinebiopsien direkt verglichen. In Gefriermaterial war IP-10 im 
Tubulo-Interstitium 68 ± 35-fach gegenüber des Kontrollgewebes induziert, fixiertes 
Nierengewebe erbrachte eine 64 ± 33-fach höhere Expression bei Transplantatrejektion und 
in den Routinebiopsien war der Unterschied 41 ± 40-fach (IV: Abb. 7). Auch in Arterien und 
Glomeruli ließ sich die IP-10 Induktion in allen drei Gewebeaufarbeitungen in ähnlicher 
Größenordung nachweisen. Ebenso war RANTES in allen mikrodissezierten 
Kompartimenten der drei Gewebe induziert nachzuweisen (IV: Abb. 7). 
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Abb. 4: Korrelation der Genexpressionsdaten aus Folgeschnitten: 
Die Expression der Chemokine RANTES und IP-10, normalisiert auf den Housekeeper GAPDH, 
wurde an laser-mikrodissezierten Gewebekompartimenten aus formalin-fixiertem Nierengewebe 
untersucht. Durch die Untersuchung von Folgeschnitten (Schnitt 1 und 2) konnte die hohe 
Reproduzierbarkeit der Methode nachgewiesen werden (n = 71, r = 0.9, p < 0,01). 
  
Diese Studie belegte zum ersten Mal die Möglichkeit, mRNA aus fixiertem Nierengewebe so 
zu isolieren, dass eine zuverlässige Quantifizierung möglich war. Dies war entscheidend, da 
es den Zugriff auf eine Vielzahl von archivierten Nierenbiopsien ermöglichte, um Ergebnisse 
aus der ERCB-Studie an unabhängigen Gewebepartikeln zu bestätigen (siehe VII). Ferner 
konnten nun Expressions-Daten an archivierten Biopsien erhoben werden, die somit 
retrospektiv die Korrelation mit dem klinischen Verlauf des jeweiligen Patienten erlaubten 
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würden (siehe VII). Dennoch sind zwei Limitationen dieses Verfahrens zu erwähnen: zum 
einen war die Varianz der mRNA-Expression deutlich. Dies ist am ehesten durch den fokalen 
Charakter der untersuchten Erkrankungen bedingt. Zum anderen ist die mRNA-Ausbeute 
aus fixiertem Material geringer als aus Gefrierschnitten. Bei beiden 
Lasermikrodissektionsverfahren liegt sie deutlich unter der Ausbeute, die das anfangs 
vorgestellte ERCB-Protokoll bietet (I). Somit war die Bedeutung der ERCB als Screening- 
und Forschungsinstrument nochmals unterstrichen, die weiteren Verfahren der 
Lasermikrodissektion bieten hierzu die gewünschten Möglichkeiten für 
Bestätigungsversuche. Zudem kann durch diese Methode bei seltenen Erkrankungen die 
Zahl der analysierbaren Nierenbiopsien um die archivierten Nierenbiopsien in Pathologie-
Institiuten erweitert werden. 
3.1.4. Quantifizierung der mRNA-Expression einzelner, isolierter Nierenzellen  
V.  M. Kretzler, V.P. Teixeira, P.G. Unschuld, C. D. Cohen, R. Wanke, I. Edenhofer, P. 
Mundel, D. Schlöndorff, H. Holthöfer (2001) 
Integrin linked kinase as a common downstream effector in proteinuria 
FASEB Journal, 15: 1843-5 
Bislang wurde von Mikrodissektionsverfahren berichtet, die die Isolation von 
Gewebeeinheiten im Ganzen (I) oder aus histologischen Schnitten (III, IV) erlaubten. 
Ergänzend etablierten wir die quantitative mRNA-Analyse isolierter einzelner Podozyten. 
Hierfür kombinierten wir ein zuvor in unserer Arbeitsgruppe etabliertes Protokoll zur Isolation 
von einzelnen murinen Podozyten (13, 54, 93, 144) mit real-time RT-PCR. 
Mit Hilfe von Differential Display isolierter Glomeruli von Patienten mit schwerstem, 
erblichem Nephrotischem Syndrom (Congenitales Nephrotisches Syndrom des Finnischen 
Typs, CNF) war es der Arbeitsgruppe von Matthias Kretzler an unserer Klinik gelungen, 
Kandidatengene zu isolieren, die bei schwerer Proteinurie transkriptionell reguliert sind. 
Eines der stark induzierten cDNAs kodiert die Integrin-linked Kinase (ILK), einem 
Schlüsselenzym für die integrin-vermittelte Zelladhäsion und Signaltransduktion. Die 
Bedeutung der ILK bei Proteinurie konnte in Mausmodellen bestätigt werden: Sowohl im 
Modell der „Verstärkten Nephrotoxischen Serum Nephritis“ (113, 137) als auch im Modell der 
„Wachstumshormon-transgenen Maus“ (173) konnte eine signifikante mRNA-Induktion für 
ILK in isolierten Glomeruli dokumentiert werden.  
Um die intraglomeruläre Lokalisation von ILK zu bestimmen, wurde die Einzelzell-RT-PCR 
eingesetzt, da ILK nicht zelltyp-spezifisch ist und keine ILK-spezifischen Antikörper zur 
intraglomerulären Lokalisation zur Verfügung standen. Es wurden Glomeruli der 
wachstumshormon-transgenen Maus, einem Tiermodel für die Fokal-segmentale 
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Glomerulosklerose, und Kontrolltieren manuell mikrodisseziert. Mit einem Patch-clamp Set-
up wurden diese einzeln mit einer Glaskapillare unter einem Mikroskop fixiert, so dass mit 
Hilfe eines Mikromanipulators eine zweite, feinere Glaskapillare dem Glomerulus unter Sicht 
genähert und einzelne glomeruläre Epithelzellen, die Podozyten, aspiriert werden konnten. 
Diese Einzelzellen wurden dann in situ revers transkribiert (siehe I) und die cDNA mit real-
time RT-PCR bezüglich der Expression von ILK-mRNA untersucht. Anhand von 
Standardkurven, die mit ILK-Plasmiden in serieller Verdünnung generiert wurden, konnte die 
Kopienzahl pro Zelle abgeschätzt werden. Dies erbrachte eine 6-fach höhere Kopienzahl von 
ILK-mRNA pro Podozyt in dem proteinuren Mausmodell verglichen mit altersentsprechenden 
Kontrollen (361 versus 59 Kopien, p < 0,05). Weitere in vitro-Studien wie die Stimulation von 
Podozyten oder die Etablierung von ILK-überexprimierenden Podozyten bekräftigten die 
Rolle der ILK als ein Schlüsselenzym bei der Induktion der glomerulären Proteinurie. 
Im Rahmen dieser Untersuchung konnte mit Hilfe der Einzelzell-RT-PCR die transkriptionelle 
Regulation innerhalb von isolierten Nephronsegmenten lokalisiert werden. Dies erlaubt die 
Zuordnung zu einem Zelltyp, wenn hierzu keine anderen Möglichkeiten bestehen (z. B. 
Immunhistochemie). Diese Methode ist prinzipiell auch für humane Glomeruli einsetzbar, so 
dass auch dieses Verfahren für Bestätigungsversuche der im Rahmen der ERCB erhobenen 
Befunde zur Verfügung steht. 
Zusammenfassend wurde in den bislang hier vorgestellten Arbeiten zum einen ein Protokoll 
etabliert, welches zum ersten Mal die Analyse der mRNA-Expression an mikrodissezierten, 
humanen Nierenbiopsien im Rahmen einer Multizenterstudie erlaubt. Für 
Bestätigungsversuche der erhobenen Expressions-Daten wurden Mikrodissektionsprotokolle 
erarbeitet, die sowohl an Gefrierschnitten als auch fixierten Routine-Nierenbiopsien die 
mRNA-Quantifizierung ermöglichen. Schlussendlich erlaubte die Einzellzell-RT-PCR die 
zelluläre Lokalisation der transkriptionellen Regulation eines Kandidatengens.   
3.2. Anwendung 
Wie oben beschrieben wurde die ERCB zunächst zur Analyse der mRNA-Expression 
humaner Nierenbiopsien mit Hilfe von real-time RT-PCR genutzt. Hierzu werden im 
Folgenden fünf beispielhafte Arbeiten vorgestellt, in denen wir Expressions-Daten im 
Rahmen der ERCB erhoben. Parallele Ansätze zur Untersuchung der mRNA-Regulation mit 
Microarrays nach linearer Amplifikation der mRNA isolierter Nephronsegmente werden im 
Kapitel „Diskussion und Ausblick“ besprochen. 
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3.2.1 Untersuchung der Übertragbarkeit von Daten aus dem Tiermodell auf den 
Menschen 
VI.  F. Eitner, T. Ostendorf, M. Kretzler, C. D. Cohen, U. Eriksson, H. J. Gröne, J. Floege; 
ERCB-Consortium (2003) 
PDGF-C expression in the developing and normal adult human kidney and in 
glomerular diseases 
J. Am. Soc. Nephrol.;14: 1145-53 
Zytokine der Platelet-derived Growth Factor (PDGF)-Familie spielen bei einigen Aspekten 
der Pathogenese von Nierenerkrankungen eine entscheidende Rolle (2). Im Jahr 2000 
wurde ein neues Mitglied dieser Zytokinfamilie, PDGF-C, zum ersten Mal beschrieben (101). 
Eitner und Mitarbeiter hatten in darauffolgenden Studien PDGF-C als potenten Stimulus der 
Proliferation von mesangialen Zellen in vitro identifiziert (45). In Rattennieren war PDGF-C in 
glatten Muskelzellen von Arterien und im Sammelrohr konstitutiv exprimiert. Bei der Induktion 
einer mesangioproliferativen Glomerulonephritis (GN) war auch mesangial eine starke 
Expression von PDGF-C nachzuweisen (45). Es wurde daher angenommen, dass PDGF-C 
auch beim Menschen eine wichtige Rolle bei mesangioproliferativer GN spielen könnte. 
Zunächst wiesen wir PDGF-C in Kontrollgewebe bei adulten humanen Nieren mittels 
Immunhistochemie nach. Nur die parietalen epithelialen Zellen der Bowmanschen Kapsel 
waren positiv für PDGF-C, andere glomeruläre Zellen zeigten kein Signal (Originalarbeit VI: 
Abb. 1). Ansonsten exprimierten Epithelzellen im Bereich der Henleschen Schleife, des 
distalen Tubulus und des Sammelrohrs sowie Endothelzellen in Arterien und Arteriolen 
PDGF-C, nicht jedoch glomeruläre Kapillaren (VI: Abb. 1).  
Bei der immunhistochemischen Untersuchung humaner Nephropathien zeigte sich ein 
überraschender Befund: Im Gegensatz zu den Daten, die an Ratten erhoben worden waren, 
waren mesangioproliferative GN immunhistochemisch negativ für PDGF-C (IgA-Nephritis 
(IGAN), n = 31) (VI: Abb. 2). Nur bei IGAN-Biopsien, die eine segmentale Sklerose mit 
extrakapillärer Proliferation aufwiesen, war PDGF-C anzufärben; dies jedoch nicht 
mesangial, sondern im Bereich der glomerulären Epithelzellen, den Podozyten (VI: Abb. 2). 
Dies wies auf eine podozytäre PDGF-C-Expression hin.  
Aus diesem Grund untersuchten wir Glomerulopathien mit führend podozytärer Schädigung. 
Bei diesen Erkrankungen (Membranösen GN (MGN, n = 8) und Minimal-Change GN (MCD, 
n = 7)) zeigte sich ein deutliches podozytäres Färbemuster für PDGF-C bei MGN und ein 
geringeres, fokales Färbemuster bei MCD (VI: Abb. 3). Um festzustellen, ob PDGF-C lokal 
im Glomerulus produziert wird oder sich sekundär in der Filtereinheit des Glomerulus 
ablagert, wurden Nierenbiopsien der ERCB untersucht. Passend zu den 
immunhistochemischen Daten fand sich bei mikrodissezierten Glomeruli aus Kontrollgewebe 
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(n = 7) und IgA-Nephritis (n = 27) eine schwache PDGF-C mRNA-Expression. Bei MCD war 
die Expression nur geringfügig höher (1,5-fach; n = 13), bei MGN jedoch 4-fach höher als bei 
Kontrollgewebe oder IgA-Nephritis (n = 11) (VI: Abb. 4). 
Diese Studie untersuchte die Lokalisation der PDGF-C mRNA-Expression innerhalb der 
Niere und zeigte immunhistochemisch ein unerwartetes Expressions-Profil, das mittels RT-
PCR bestätigt werden konnte. Die Untersuchung der Rolle von PDGF-C in der Biologie des 
Podozyten wird das Verständnis darüber erweitern, wie diese epithelialen Zellen mit anderen 
renalen Zellen interagieren (siehe auch X). 
3.2.2 Testung der differential-diagnostischen Möglichkeiten der Genexpressions-
Analyse  
VII. H. Schmid, A. Henger, C. D. Cohen, K. Frach, H. J. Gröne, D. Schlöndorff, M. 
Kretzler (2003)  
Gene expression profiles of podocyte-associated molecules as diagnostic markers in 
acquired proteinuric diseases 
J. Am. Soc. Nephrol.;14: 2958-66 
In dieser Studie wurde zum ersten Mal der mögliche differential-diagnostische Einsatz der 
ERCB und damit der mRNA-Quantifizierung an Nierenbiopsien überprüft. 
Die glomeruläre Proteinurie hat eine große Bedeutung als Prognosefaktor für den Verlauf 
von Glomerulopathien und für die Verschlechterung der Nierenfunktion im Allgemeinen (1, 
35, 125). Hierbei führen Veränderungen der Schlitzmembran, dem Zell-Zell-Kontakt der 
podozytären Fußfortsätze, zum Austritt von Plasmaeiweißen in das glomeruläre Ultrafiltrat 
des Primärharns. Für die Funktionalität dieser Filtereinheit spielen Moleküle, die nahezu 
exklusiv von Podozyten exprimiert werden, eine entscheidende Rolle. Die Erforschung von 
erblichen Formen schwerer proteinurer Erkrankungen hat hierbei Aufschluss über die 
mutierten Moleküle erbracht (siehe Einleitung und X).  
Im Rahmen dieser Studie wurden erworbene Formen von proteinuren Erkrankungen 
bezüglich der quantitativen mRNA-Expression von podozytären Kandidatengenen 
untersucht. Diese Kandidaten waren zum einen Gene, bei denen Mutationen als ursächlich 
für nephrotische Erkrankungen beschrieben sind (Alpha-Actinin-4 (ACTN4), Nephrin 
(NPHS1), Podocin (NPHS2)), zum anderen Genprodukte, deren Expression mehr oder 
weniger spezifisch für Podozyten ist (Wilms Tumor Antigen 1 (WT-1), Synaptopodin, 
Glomerular epithelial protein 1 (GLEPP-1)) oder essentiell für die Funktionalität dieses 
speziellen Zelltyps erscheint (Dystroglykan, Podoplanin). 
Wir untersuchten diese acht mRNAs an isolierten Glomeruli von Patienten mit folgenden 
Erkrankungen: Membranöse Glomerulonephritis (MGN, n = 31), Minimal-change GN (MCD, 
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n = 13), Benigne Nephrosklerose (BNS, n = 16), erworbene Fokal-segmentaler 
Glomerulosklerose (FSGS, n = 9) sowie 14 Kontrollen (Tumornephrektate, n = 6, prae-
Transplant-Biopsien, n = 8). Nach Normalisierung auf zwei verschiedene Housekeeper-
Gene, GAPDH und 18S rRNA (II), fand sich zunächst kein Hinweis auf eine  
krankheitsspezifische transkriptionelle Regulation einer der untersuchten Kandidatengene 
(Originalarbeit VII: Abb. 1).  
Da die eingesetzten Housekeeper-Gene – im Gegensatz zu den meisten untersuchten 
Kandidatengenen – nicht zelltyp-spezifisch sind, wurde der Versuch der Normalisierung auf 
ein podozyten-spezifisches Genprodukt unternommen. Zunächst zeigte sich, dass die 
Expression der meisten podozyten-spezifischen mRNAs positiv mit einander korrelierte (VII: 
Tab. 4). Dies kann auf eine parallele Expressions-Induktion dieser wichtigen Moleküle bei 
podozytärer Schädigung hinweisen. Es fand sich aber eine Ausnahme in dieser 
gemeinsamen Regulation: Podocin zeigte ein unabhängiges Expressionsmuster, das nur 
schwach oder gar nicht mit den anderen Kandidatengenen korreliert werden konnte (VII: 
Tabl. 4). Dies deutete auf eine spezifische transkriptionelle Regulation von Podocin bei 
podozytärer Schädigung hin.  
Deshalb überprüften wir, ob die Expression von Podocin krankheitsspezifisch reguliert ist. 
Hierfür normalisierten wir die Expression von Podocin nicht auf ubiquitär exprimierte 
Housekeeper (GAPDH, 18 S rRNA), sondern wir wählten Synaptopodin, da das Verhältnis 
Podocin/Synaptopodin den niedrigsten Korrelationskoeffizienten in obiger Analyse 
aufgewiesen hatte. Dies sollte die unterschiedliche transkriptionelle Regulation der beiden 
Gene am besten erkennen lassen. Tatsächlich fand sich ein deutlicher Unterschied des 
Verhältnisses von Podocin/Synaptopodin bei MCD und FSGS (MCD 7,7 ± 3, FSGS 0.9 ± 0,8, 
p < 0,05) (VII: Abb. 2A). Um diesen Befund an Nierenbiopsien zu überprüfen, die nicht im 
Rahmen der ERCB gewonnen wurden, lasermikrodissezierten wir gemäß des vorgestellten 
Protokolls (IV) formalin-fixierte, archivierte Nierenbiopsien (MCD, n = 5, FSGS, n = 4). Auch 
hier bestätigte sich der Unterschied im Podocin/Synaptopodin-Verhältnis. Ein besonders 
wichtiges Ergebnis war, dass bei den histologisch oft schwer zu unterscheidenden 
Erkrankungen einer MCD oder FSGS alle Glomeruli von FSGS-Patienten das „typische“ 
FSGS-assozierte Podocin/Synaptopodin-Verhältnis aufwiesen – unabhängig ob sie 
histologisch sklerosiert waren oder nicht (VII: Abb. 2B). Dies könnte einen wichtigen 
differential-diagnostischen Ansatz bei der diagnostischen Aufarbeitung von Nierenbiopsien 
bieten. Wir untersuchten deshalb Nierenbiopsien, die differential-diagnostisch histologisch 
nicht klar einer MCD oder FSGS zuzuordnen waren und für deren Patienten Follow-up-Daten 
von 3-14 Monaten vorlagen (n = 6). Es zeigte sich eine klare Assoziation eines hohen 
Podocin/Synaptopodin-Verhältnisses mit einem MCD-typischen Verlauf (gutes Ansprechen 
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auf Steroidtherapie) und einer niedrigen Podocin/Synaptopodin-Ratio mit einem klinischen 
Verlauf, der für eine FSGS spricht (steroid-resistente Proteinurie) (VII: Abb. 2B). 
Diese Studie dokumentierte erste differential-diagnostischen Optionen, die die molekulare 
Aufarbeitung humaner Nierenbiopsien verspricht. Wie im ersten Teil der Habilitationsschrift 
ausgeführt, konnten die Nierenbiopsien der ERCB zum Screening nach krankheits-
assoziierten mRNA-Expressions-Änderungen verwendet (I) und diese dann an archivierten 
Routinebiopsien mit Hilfe der Lasermikrodissektion bestätigen werden (IV). Es wird derzeit in 
einer prospektiven Studie der differential-diagnostische Einsatz des Podocin/Synaptopodin-
Verhältnisses bei Patienten mit nephrotischem Syndrom im Rahmen der ERCB untersucht. 
3.2.3  Identifizierung von renalen Genexpressions-Mustern mit prognostischer 
Wertigkeit 
VIII.  A. Henger, M. Kretzler, P. Doran, M. Bonrouhi, H. Schmid, E. Kiss, C. D. Cohen, S. 
Madden, E. F. Gröne, D. Schlöndorff, P. J. Nelson, H. J. Gröne (2004) 
Gene expression fingerprints in human tubulo-interstitial inflammation and fibrosis as 
prognostic markers of disease progression 
Kidney Int., 65: 904-917 
Wie in der Einleitung diskutiert, sollte das mRNA-Expressions-Profil humaner Nierenbiopsien 
Aussagen über Pathogenese, Prognose und Therapieansprechen erlauben können (94). Zur 
Überprüfung dieser Hypothese wurde in dieser Studie eine „exemplarische“ 
Nierenerkrankung mit definiertem klinischen Endpunkt und histologischer Diagnose 
untersucht.  
Aus Nephrektaten von Patienten mit Hydronephrose (n = 9) mit histologisch unter-
schiedlichem Schweregrad von tubulo-interstitieller Fibrose und Inflammation sowie 
Kontrollgewebe (n = 3) wurde mRNA isoliert (Originalarbeit VIII: Abb. 1). Das 
Genexpressions-Profil wurde mit einem Makroarray untersucht, der 375 bekannte Gene 
repräsentiert, die eine wichtige Rolle bei der Inflammation spielen (Cytokine, Chemokine, 
entsprechende Rezeptoren, Proteasen und deren Inhibitoren, Integrine u. a.; Panorama 
Human Cytokine Gene Array (Sigma, Genesys, Woodlands, TX, USA)). 
Die Expressions-Profile wurden durch self organizing maps und average linkage hierarchical 
clustering bioinformatisch gruppiert (siehe 1.2.2). Das Ziel war es Gene zu finden, deren 
Transkripte a) eine klare Separation der histologisch bestimmten Veränderungen und b) eine 
mindestens 3-fache mRNA-Induktion im Vergleich zu Kontrollnieren aufwiesen. Anhand 
dieser Kriterien konnten 31 Gene selektiert werden, deren Expression eine Unterscheidung 
von Hydronephrose-Nieren mit starker Inflammation von Nieren mit starker Fibrose und 
Kontrollnieren erlaubte (VIII: 2, 3). Als Bestätigungsversuch wurde die mRNA-Expression 
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von 15 dieser 31 Gene mit RT-PCR an den gleichen hydronephrotischen Nieren bestimmt. 
Dies bestätigte eindrucksvoll die Daten des Makroarrays: Neun cDNAs der 15 untersuchten 
Kandidatengene erlaubten abermals die Separation der untersuchten klinischen Parameter 
Inflammation, Fibrose und Kontrolle (VIII: Abb. 4). Diese „diagnostischen Marker“ waren: 
CXCR5, IL-8, Integrin-β4, MMP-3, MMP-7, MMP-9, Pleiotrophin, Urokinase R, 6Ckine.  
Der entscheidende Schritt zur Analyse humaner Nierenbiopsien war folgender: Die 
Expression der neun „diagnostischen Marker“ wurden an mikrodissezierten, tubulo-
interstitiellen Anteilen von 32 Nierenbiopsien aus der ERCB untersucht, bei denen zuvor 
histologisch das Ausmaß der Inflammation und Fibrose bestimmt worden war. Es fand sich 
eine deutliche Induktion von fünf der neun untersuchten Gene bei tubulo-interstitiellen 
Erkrankungen (n = 25) gegenüber Kontrollen (n = 7). Pleiotrophin und Urokinase R waren 
innerhalb der Erkrankungsgruppe bei Inflammation bzw. Fibrose different reguliert (VIII: Abb. 
5).  
Die mRNA-Expression wurde mit dem klinischen Verlauf der biopsierten Patienten korreliert 
(Follow-up 19,5 ± 5,2 Monate). Die Hälfte der Patienten, bei denen Verlaufsdaten zu erheben 
waren (n = 10), hatte ein Fortschreiten der Erkrankung mit Hämodialyse oder Tod als 
Endpunkt, die andere Hälfte zeigte eine chronisch stabile Nierenfunktion. Fünf der oben 
beschriebenen „diagnostischen Marker“ zeigten auch hier eine signifikant unterschiedliche 
Regulation in beiden klinischen Verlaufsgruppen (VIII: Abb. 6). 
Diese Studie stütze die Hypothese, dass die renale Genexpression bei histologisch 
differenten Diagnosen signifikant unterschiedlich ist (Inflammation, Fibrose, Kontrolle), 
darüber hinaus sich aber schon zum Zeitpunkt der Biopsie klinische Verläufe (Fortschreiten 
der Niereninsuffizienz) bioinformatisch vorhersagen lassen. Dies belegte zum ersten Mal die 
Einsetzbarkeit der Genexpressions-Analyse bei Nierenerkrankungen, nachdem sie im 
Bereich der experimentellen Onkologie bereits Vorhersagewert gezeigt hatte (66, 116, 112, 
162). Aktuell läuft im Rahmen der ERCB eine Follow-up-Studie, bei der ein Array mit 
umfangreicherem Expressions-Profil zur Analyse eingesetzt wird. 
3.2.4  Untersuchung der renalen Genexpression bezüglich neuer 
pathophysiologischer Hypothesen 
IX.  C. D. Cohen, N. Calvaresi, S. Armelloni, H. Schmid, A. Henger, U. Ott, M. P. 
Rastaldi, M. Kretzler (2005) 
CD20-positive infiltrate in membranous glomerulonephritis 
J. Nephrol., in press 
Diese Studie hatte zum Ziel, Daten bezüglich einer neuen Hypothese der Pathogenese der 
Membranösen Glomerulonephritis zu generieren. 
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Die Membranöse Glomerulonephritis (MGN) ist die häufigste Ursache für ein nephrotisches 
Syndrom bei erwachsenen Europäern und führt bei einem Drittel der Patienten zu 
terminalem Nierenversagen (78, 63, 20). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass die für 
die Erkrankung pathognomonischen subepithelialen Immunkomplexe durch Antikörper 
verursacht werden, die gegen ein Antigen an der Podozyten-Unterseite gerichtet sind. 
Dieses Antigen, Megalin, wird bei Nagetieren sowohl tubulär als auch podozytär exprimiert. 
Beim Menschen ist Megalin jedoch nicht im Podozyten zu finden und die bei humaner MGN 
abgelagerten Antikörper sind nicht gegen Megalin gerichtet (50, 87). Daher ist die 
Pathogenese der MGN beim Menschen weiterhin ungeklärt, wobei für eine seltene Gruppe 
von MGN-Patienten eine Autoimmunisierung gegen podozytäre Antigene als 
Pathomechanismus unlängst belegt werden konnte: Bei Kindern von Frauen, die Träger 
einer trunkierenden Mutation der Neutralen Endopeptidase (NEP) sind, tritt pränatal eine 
MGN durch Immunisierung der Mutter mit der NEP des Kindes auf (28, 29). 
Die aktuell verfügbaren Therapien der MGN sind umstritten und von einer 
immunsuppressiven Therapie scheint nur eine Subgruppe von Patienten zu profitieren (20). 
B-Zellen könnten bei der Pathogenese dieser Erkrankung sowohl als Antigen-präsentierende 
Zellen, als auch als Antikörper-produzierende Zellen eine wichtige Rolle spielen. Remuzzi 
und Mitarbeiter berichteten vor kurzem über erste Therapieerfolge bei MGN mit einer B-Zell-
depletierenden Therapie durch den Anti-CD20-Antikörper Rituximab (CD20 ist ein 
spezifischer Oberflächenmarker von B-Zellen) (126, 131). Dieser Therapieansatz verzeichnet 
bereits bei mehreren Autoimmunerkrankungen mit und ohne Nierenbeteiligung ein gutes 
Therapieansprechen (38, 39, 95, 56, 179, 127, 86, 85, 151), wobei der 
Therapiemechanismus weniger in der Reduktion pathogener Antikörper als in der Inhibierung 
der B-Zellen als Antigen-präsentierenden Zellen zu liegen scheint (39). Zur intrarenalen 
Expression von CD20 wurde bislang wenig veröffentlicht. Sarwal und Mitarbeiter 
identifizierten in einer Studie zur mRNA-Expression bei Transplantatnieren CD20 als 
wichtigen Prädiktor des klinischen Verlaufs (134): Sowohl eine hohe CD20-mRNA-
Expression als auch das Vorhandensein eines immunhistochemisch nachweisbaren B-Zell-
Infiltrats ging mit einem schlechten Ansprechen auf Steroide und einer erhöhten 
Wahrscheinlichkeit des Transplantatversagens einher. Dies verdeutlichte zum ersten Mal die 
Bedeutung von B-Zellen bei renalen Erkrankungen des Menschen.  
Im Rahmen der vorgestellten Arbeit sollte nun geprüft werden, ob im Tubulo-Interstitium von 
MGN-Nierenbiopsien vermehrt CD20 exprimiert ist. Die Expression von CD20-mRNA wurde 
bei vier verschiedenen Krankheitsentitäten untersucht: MGN (n = 31), Minimal change GN 
(MCD, n = 10), Fokal-segmentale Glomerulosklerose (FSGS, n = 6), Kontrollgewebe (KON, 
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n = 4). Die klinischen Parameter Proteinurie und Nierenfunktion unterschieden sich nicht in 
den verschiedenen Glomerulopathie-Gruppen.  
Während glomerulär – wie erwartet – keine CD20-mRNA-Expression festzustellen war, fand 
sich tubulo-interstitiell eine deutliche CD20-mRNA-Expression unterschiedlichen Ausmaßes. 
Diese war in der MGN-Gruppe deutlich höher als bei den anderen Patientengruppen (KON, 
MCD, FSGS, p = 0,017) (Originalarbeit IX: Abb. 1). Eine positive Korrelation der 
Expressions-Werte mit klinischen Parametern wie Serum-Kreatinin oder Proteinurie bestand 
nicht.  
Der Befund einer vermehrten CD20-mRNA-Expression bei MGN wurde nun an archivierten 
Nierenbiopsien immunhistochemisch überprüft: Nierenbiopsien von Patienten mit MGN (n = 
63) zeigten ein signifikant stärkeres CD20+-B-Zellinfiltrat als Biopsien von MCD-Patienten (n 
= 11; p < 0,05) (IX: Abb. 3). Zwei verschiedene Muster eines CD20+-B-Zellinfiltrats konnten 
bei MGN beschrieben werden: diffuses (n = 17) und fokales Muster (n = 16); bei 30 Biopsien 
war kein Infiltrat nachzuweisen (IX: Abb. 2).  
Bei einer Vielzahl von Nierenerkrankungen tragen tubulo-interstitielle Leukozyten-Infiltrate 
zur Pathogenese der Fibrose und der konsekutiven Niereninsuffizienz bei. Deshalb 
quantifizierten wir auch das CD45+-Zellinfiltrat, da CD45 als sogenannter pan-Leukozyten 
Marker gilt. CD45 zeigte dabei – wie erwartet – eine deutliche positive Korrelation mit dem 
histologischen Grad der Fibrose (r = 0.46, p < 0,01), was für CD20 nicht in diesem Ausmaß 
zu dokumentieren war (r = 0.29, p < 0,05). Auch mit der klinischen Nierenfunktion korrelierte 
das Ausmaß des CD45+-Zellinfiltrats signifikant (Serum-Kreatinin; r = 0.47, p < 0,01) nicht 
jedoch das CD20+-B-Zellinfiltrat (r = 0.07, n. s.) (IX: Abb. 4). Dies bestätigte die bekannte 
Funktion des Leukozyten(CD45+)-Infiltrats bei der Entwicklung einer chronischen 
Nierenschädigung; CD20+-B-Zellen scheinen jedoch eine davon unabhängige Bedeutung zu 
haben. 
Die Daten legen eine Beteiligung von CD20+-B-Zellen bei der Pathogenese der MGN nahe. 
Die initialen Daten zur mRNA-Expression von CD20 wurden im Anschluss 
immunhistochemisch an einer unabhängigen Gruppe von Nierenbiopsien bestätigt. Es wird 
nun zum einen versucht werden, die CD20-mRNA-Expression prospektiv im Rahmen von 
Studien zum Einsatz von Rituximab bei MGN zu untersuchen. Hierbei ist die Hypothese, 
dass Patienten mit hoher CD20-mRNA-Expression ein anderes Therapieansprechen zeigen 
als Patienten mit niedriger CD20-mRNA-Expression. Zum anderen muss die Rolle von 
CD20+-B-Zellen bei der Pathogenese der MGN im Tierversuch detailliert untersucht werden 
(z. B. an B-Zell-defizienten Mäusen (19)). Hypothetisch könnten B-Zellen bei der 
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Pathogenese der MGN auf zweierlei Weise beteiligt sein: Zum einen bei der Präsentation 
(vermeindlich) tubulärer Antigene, zum anderen bei der Produktion von Antikörpern gegen 
diese Antigene, welche dann mit podozytären Molekülen kreuzreagieren. 
3.2.5   Bestätigung bioinformatisch prädiktierter, renaler Genexpressions-Muster 
X.  C. D. Cohen, P. P. Doran, S. M. Blattner, M. Merkle, G. Q. Wang, H. Schmid, P. W. 
Mathieson, M. A. Saleem, A. Henger, M. P. Rastaldi, M. Kretzler (2005) 
SLM-2, identified by Digital Differential Display as expressed by podocytes, is induced 
in proteinuria  and involved in splice site selection of VEGF 
J. Am. Soc. Nephrol., 16: in press 
In dieser Studie wurde erstmals versucht, die Genexpression eines Zelltyps durch das 
bioinformatische Programm Digital Differential Display (DDD) vorherzusagen. DDD ist Teil 
des Cancer Genome Anatomy Project des National Centers for Biotechnology (NCBI, 
Bethesda, USA; (157)). Es ermöglicht die Untersuchung der öffentlich zugänglichen cDNA-
Datenbanken nach drei Kriterien: a) Auswahl organ-spezifischer cDNA-Bibliotheken 
(libraries), b) Analyse, welche cDNA-Sequenzen in diesen libraries enthalten sind und c) 
Untersuchung, welche dieser Sequenzen in den untersuchten libraries signifikant häufiger 
auftreten als in cDNA-Bibliotheken anderer Organe. 
Podozyten weisen verschiedene Ähnlichkeiten mit Neuronen auf: Beide Zellarten haben 
einen arborisierten Phänotyp (Fußfortsätze versus Dendriten und Axon) und 
hochspezialisierte Zell-Zell-Kontakte (Schlitzmembran versus Synapse). Mehrere 
Genprodukte wurden in den letzten Jahren identifiziert, die ausschließlich bzw. überwiegend 
in Neuronen und Podozyten exprimiert werden. Dies sind Nephrin, Densin, Synaptopodin, 
Glomerular Epithelial Protein 1 (GLEPP1), das synaptische Vesikelprotein Rab3A und sein 
Effektor Rabphilin-3a und die Aminosäuretransporter CAT3 und EAAT3 (14, 4, 109, 165, 
124, 161, 64, 90). Unsere Hypothese war, dass ein Vergleich der beiden organ-spezifischen 
cDNA-Bibliotheken des humanen Gehirns und der Niere mit den cDNA-Bibliotheken aller 
anderen Organe Genprodukte identifizieren könnte, die ausschließlich oder überwiegend in 
Gehirn und Niere exprimiert werden und daher potentiell neue podozytäre Moleküle 
repräsentieren. 
Wir verglichen mit DDD die cDNA-Bibliotheken des Gehirns und der Niere (gesamt 63.268 
Sequenzen) mit denen aller anderen Organe mit Ausnahme von Hoden (gesamt 204.515 
Sequenzen). Der Hoden wurde aus der Analyse herausgenommen, da er das Transkriptom 
mit der höchsten Ähnlichkeit zum Gehirn exprimiert (69). Durch diese Ähnlichkeit wäre bei 
der Analyse die Anzahl der Gehirn-assoziierten Sequenzen minimiert worden.  
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Nach verschiedenen Analyseschritten, die Gehirn-spezifische und Nieren-spezifische 
Transkripte selektierten, wurden drei Kandidatengene identifiziert, die nahezu spezifisch in 
Gehirn und Niere exprimiert zu sein schienen und daher podozytäre Moleküle repräsentieren 
könnten (Originalarbeit X: Abb. 1).  
Die Expression dieser drei Gene, Ankyrin Repeat Domain 7 (ANKRD7), hypothetisches 
Protein XP_172449 und Sam68-like Mammalian Protein 2 (SLM-2, Genname KHDRBS2), 
wurde zunächst an zwei verschiedenen humanen Podozyten-Zelllinien mit RT-PCR 
untersucht (31, 133). Die beiden erstgenannten Gene waren in diesen Zelllinien nicht 
exprimiert. SLM-2 war jedoch in beiden Zellreihen positiv und seine Expression sowohl in 
gesamter humaner Niere als auch in isolierten Glomeruli nachweisbar. Diese Expression 
wurde auf Proteinebene mit Western-Blot und Immunfluoreszenz an beiden humanen und 
einer murinen podozytären Zelllinien bestätigt (110) (X: Abb. 2A-C). Der im Western-Blot 
eingesetzte Antikörper ermöglichte die Lokalisation von SLM-2 in Podozyten in vivo durch 
Immunhistochemie an murinen Nierenschnitten (X: Abb. 3).  
SLM-2 ist ein Molekül aus der STAR-Familie, wobei STAR für Signal-Transduktion und 
Aktivierung von RNA steht (102). Mitglieder dieser Proteinfamilie haben eine „hnRNP K 
Homologie (KH) RNA Bindungsdomäne“ und sind an der Regulation von Mitose und 
Zellzyklus, Signaltransduktion und alternativem mRNA-Splicing beteiligt. Das am 
detailliertesten untersuchte Molekül der STAR-Familie ist Sam68 (Src-associated substrate 
during mitosis of 68 kD) (163, 58). SLM-2 wurde 1999 von drei Arbeitsgruppen unabhängig 
voneinander zum ersten Mal beschrieben. Di Fruscio et al. hatten SLM-2 erstmals aus 
murinem Gehirn isoliert und konnten seine RNA-Bindungsfähigkeit beschreiben (34). 
Venables und Mitarbeiter lokalisierten SLM-2 nukleär und wiesen seine Regulation durch 
proteasomalen Verdau nach (169, 168). Die Gruppe um Lee zeigte als erste eine signifikante 
Expression von SLM-2 in der Niere und dokumentierte seine Fähigkeit, das Zellwachstum zu 
inhibieren (96). Später gelang es Stoss et al., die Bedeutung von SLM-2 für das alternative 
Splicing von mRNA in Neuronen nachzuweisen (156, 155). Alternatives Splicing von mRNA 
ist Teil der post-transkriptionellen Prozessierung der mRNA; hierbei werden 
Sequenzabschnitte der mRNA, die Exons in der genomischen Sequenz entsprechen, 
herausgeschnitten. Dies ermöglicht es der Zelle, aus nur einer Gen-spezifischen DNA-
Sequenz eine Vielzahl unterschiedlicher Genprodukte (Splice-Varianten) herzustellen (16, 
154). Splicing-regulierende Faktoren, wie SLM-2, legen sich hierbei sequenz-spezifisch an 
Abschnitten der mRNA an und initiieren bzw. unterbinden damit den Prozess des Splicings.  
Um zu untersuchen, ob SLM-2 bei podozytärer Schädigung transkriptionell reguliert ist, 
wurden Nierenbiopsien der ERCB von 77 Patienten untersucht (Membranöse 
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Glomerulonephritis (MGN, n = 31); Minimal-Change GN (MCD, n = 13), Fokal-segmentale 
Glomerulosklerose (FSGS, n = 9); Kontrollen (KON), n = 8 (4 Biopsien von Lebend-
nierenspenden, 4 tumorfreie Nephrektate)). Hierbei fand sich eine deutliche Induktion der 
SLM-2-Expression bei proteinuren Erkrankungen (p = 0,01). Dieser Befund konnte wiederum 
auf Proteinebene bestätigt werden, indem immunhistochemisch SLM-2 bei proteinuren 
Erkrankungen deutlich häufiger anzufärben war als bei Kontrollen (MGN, MCD, KON, jeweils 
n = 5, p < 0,01) (X: Abb. 4A-C). 
Wir untersuchten nun, ob SLM-2 auch im Podozyten Einfluss auf alternatives mRNA-Splicing 
besitzt. Hierzu entwickelten wir ein in vitro-Modell SLM-2-defizienter Podozyten. In 
immortalisierten, humanen Podozyten wurde die Expression von SLM-2 mit Hilfe von small 
interfering RNA (siRNA) herunterreguliert. Dieser knock down gelang mit zwei 
unterschiedlichen sequenzspezifischen siRNAs gegen Bereiche im Exon 2 von SLM-2. Im 
Vergleich zu untransfizierten Zellen war nach transienter siRNA-Transfektion die mRNA-
Menge für SLM-2 auf weniger als 20% reduziert. Eine Kontrolle durch Transfektion von 
unspezifischer siRNA führte hingegen zu keiner Verminderung der SLM-2-mRNA (n = 4; p < 
0,05) (X: Abb. 5A). 
Anhand von diesem Modell untersuchten wir zunächst die Expression von Splice-Isoformen 
zweier verschiedener mRNAs, bei denen SLM-2 eine Relevanz für alternatives Splicing 
besitzt (155, 8, 100). Es fand sich für beide Kandidaten, CD44 und Tau, eine podozytäre 
Expression. Doch ließen sich unter Kontrollbedingungen keine SLM-2-abhängigen 
Splicevarianten dieser Gene nachweisen, so dass ein knock down von SLM-2 mit diesem 
Ansatz nicht funktionell untersucht werden konnte. 
Vascular endothelial growth factor, VEGF, wird in mehreren Splice-Isoformen von Podozyten 
exprimiert. Es ist ein wichtiger glomerulärer Transmitter, für dessen Isoformen verschiedene 
Funktionen berichtet sind (105, 47, 46, 166, 93, 150, 60, 79). Wir untersuchten daher VEGF 
am obigen SLM-2-knock down Modell. Tatsächlich ließ sich nach knock down von SLM-2 mit 
zwei verschiedenen RT-PCR-Verfahren eine niedrigere Expression der Isoform VEGF165 in 
Podozyten nachweisen (Quantifizierung auf dem Gel, Splice-Isoform-spezifische real-time 
RT-PCR) (X: Abb. 5B,C). Für die Isoform VEGF165 wird Exon 7 alternativ gespliced. Es fand 
sich entsprechend in Exon 7 eine Nukleotidsequenz, die den wahrscheinlichen 
Bindungsstellen von SLM-2 in anderen Genen entspricht (155) (X: Abb. 5D). 
 
Um eine mögliche in vivo Relevanz dieser Befunde zu überprüfen, analysierten wir die 
Expression von VEGF165 in isolierten Glomeruli oben angeführter Nierenbiopsien aus der 
ERCB. Es fand sich eine signifikante Korrelation der mRNA-Expression von SLM-2 und 
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VEGF165 (n = 77, r = 0,63, p < 0,01) (X: Abb. 6). Dies stützt die Annahme, dass SLM-2 auch 
in vivo eine Funktion im alternativen Splicing von VEGF besitzt. 
Diese Studie setzte zum ersten Mal DDD zur Prädiktion eines zelltyp-spezifischen Moleküls 
ein, indem unterschiedliche organ-spezifische cDNA-Bibliotheken miteinander verglichen 
wurden. Drei Limitationen dieser Technik sind jedoch zu erwähnen: a) SLM-2 ist nicht gehirn- 
und nieren-spezifisch, sondern hat seine höchste Expression in Hoden. Hoden musste aber 
aus oben genanntem Grund aus der DDD-Analyse herausgenommen werden (siehe S. 31). 
b) Es wurden keine bekannten Moleküle durch DDD selektiert, die in Neuronen und 
Podozyten exprimiert sind. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass Podozyten in der 
Gesamtniere nur einen minimalen Anteil des Transkriptoms repräsentieren. Dies könnte 
durch DDD mit glomerulären cDNA-Banken optimiert werden, diese aber im Moment noch 
nicht bestehen. c) Nur eines von drei prädiktierten Molekülen konnte im Anschluss bestätigt 
werden. Dieser Anteil ist in Übereinstimmung mit anderen Studien, die DDD zur Prädiktion 
des Transkriptoms von Tumoren benutzt hatten, und sollte mit zunehmender Erfahrung mit 
der DDD-Technik ansteigen (142, 61, 32). Neben der DDD-Technik konnte diese Studie 
auch zum ersten Mal alternatives Splicing in Podozyten untersuchen, einem biologischen 
Bereich mit immenser Bedeutung für die zelluläre Regulation der Genexpression (16, 154).  
Auch bei dieser Studie waren die mikrodissezierten Glomeruli humaner Nierenbiopsien der 
ERCB von unschätzbarem Wert. Anhand dieser konnte die podozytäre Expression von SLM-
2 untersucht und eine potentielle transkriptionelle Regulation von SLM-2 bei proteinuren 
Erkrankungen überprüft werden. Auch konnten wir in vitro-Daten zur Rolle von SLM-2 beim 
alternativen Splicing von VEGF in vivo bekräftigen.  
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4. Diskussion und Ausblick 
In den vorgestellten eigenen Arbeiten wurde die Konzeption und Etablierung der 
Europäischen Renalen cDNA Bank (ERCB) als europäische Multizenterstudie zur 
Genexpressions-Analyse humaner Nierenbiopsien beschrieben und verschiedene 
Anwendungsbereiche der ERCB gezeigt. Mit derzeit 1600 mikrodissezierten Nierenbiopsien 
ist die ERCB das weltweit größte Archiv von Nierenbiopsien, die zur Genexpressions-
Analyse zur Verfügung stehen (Abb. 5). Um optimale Voraussetzungen für die 
Genexpressions-Analyse zu schaffen, liegt die eine Hälfte jeder Biopsie revers transkribiert 
zur Analyse mittels RT-PCR vor, die andere Hälfte in RNase-Inhibitor zur Analyse mit 
Microarrays.  
Drei Viertel der Biopsien der ERCB entstammen Nativnieren, circa ein Viertel sind 
Nierentransplantat-Biopsien. Die Zusammensetzung der histologischen Diagnosen der 
Nierenbiopsien sind repräsentativ für die Verteilung bei einem europäischen Patienten-
kollektiv (u. a. IgA-Nephropathie 21%, Membranöse GN 15%, hypertensive 
Nephropathie/benigne Nephrosklerose 12%, Diabetische Nephropathie 10%, Lupus-
Nephritis 10% der Nativnieren).  
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Abb. 5: Anzahl der Nierenbiopsien in der Europäischen Renalen cDNA Bank (ERCB): 
Bis Mai 2005 wurden über 1600 Nierenbiopsien für die ERCB asserviert, mikrodisseziert und 
aufgearbeitet (Durchschnittlicher Eingang pro Monat: 25 Biopsien). 
 
Einen ähnlichen Ansatz, jedoch in einem einzelnen klinischen Zentrum verfolgt die 
niederländische Arbeitsgruppe um Eikmans und Bruijn (40). Da sich diese Gruppe vor allem 
mit der Veränderung der extraglomerulären Matrix während Nierenerkrankungen beschäftigt, 
liegt ihr Fokus auf dem Tubulo-Interstitium. So untersuchten Eikmans et al. die 
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Veränderungen der Kollagenzusammensetzung der Niere im Alter (41) sowie die Expression 
von Matrixbestandteilen während akuter Rejektion, chronischem Transplantatversagen und 
Cyclosporinschädigung. Ferner quantifizierten sie in einer heterogenen Gruppe von nativen 
Nierenerkrankungen die glomeruläre Genexpression podozytärer Kandidatengene (43, 42, 
92, 130, 10). Im Jahr 2004 bestätigte die Arbeitsgruppe unser Protokoll zur optimierten 
mRNA-Konservierung humaner Nierenbiopsien durch den RNase Inhibitor RNAlater (130).  
Momentan steigt die Anzahl der publizierten Daten zur mRNA-Expression bestimmter 
Kandidatengene in humanen Biopsien ständig. Die Daten von Studien an kleineren 
Patientenkollektiven sind jedoch sehr widersprüchlich (z. B. glomeruläre Expression von 
Nephrin-mRNA bei Proteinurie: (59, 89, 143, 9, 15, 91)). Dies belegt die Richtigkeit unseres 
Ansatzes eine Multizenterstudie zu initiieren, um entsprechend große Fallzahlen zur Analyse 
erreichen zu können. 
In den vorgestellten eigenen und oben beschriebenen Arbeiten anderer Arbeitsgruppen 
wurde die mRNA-Expression mit Hilfe von RT-PCR untersucht. Wie in der Einleitung 
diskutiert, ist eine umfassendere Analyse der Genexpression mit Hilfe von Arrays möglich. 
Eine erhebliche Limitation stellt jedoch die erforderliche Menge von Ausgangsmaterial dar, 
die für diese Analyse nötig ist. Da mit einer Routine-Nierenbiopsie nur eine kleine 
Gewebemenge gewonnen werden kann, wurden zur umfassenden Analyse des mRNA-
Expressions-Profils humaner Nierenerkrankungen zunächst nicht Arrays, sondern 
amplifizierende Differential Display-basierende Methoden verwandt (170).  
In der ersten Veröffentlichung zur Anwendung von Mikroarrays bei Nierenerkrankungen 
wurden – wie auch in der vorgestellten Arbeit VIII – Anteile von chirurgisch entfernten Nieren 
verwendet, um ausreichend Material zur Analyse zu erhalten (9). Dabei war bei Baelde et al. 
die Fallzahl der untersuchten Gewebeproben pro Krankheitkategorie jedoch gering (n = 2). 
Eine höhere Fallzahl konnte die Arbeitsgruppe um Oberbauer erreichen, indem sie bei 
Nierentransplantationen Keilexzisionen aus der zu transplantierenden Niere entnahmen und 
die isolierte mRNA mit einem Microarray untersuchten. Dadurch konnten 48 Gene isoliert 
werden, deren Expression mit dem klinischen Verlauf nach Transplantation korrelierte. Die 
Funktionen der verschiedenen Genprodukte sind dabei Inflammation, Apoptose, oxidativer 
Stress und Zell-Zell-Interaktion zuzuordnen (74, 81).  
Die Analyse der geringen Gewebemengen aus Nierenbiopsien auf Arrays wurde erst 
möglich, nachdem Methoden der linearen Amplifikation etabliert waren (37, 172, 12, 103, 
141). Diese Methoden basieren auf einer in vitro-Transkription, bei der mRNA in cDNA 
umgeschrieben und dann erneut in RNA transkribiert wird. Hierbei muss jedoch kontrolliert 
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werden, ob die Amplifikation tatsächlich linear verläuft und ob keine Sequenzen durch 
übermäßige Amplifikation selektiert werden. In einer Studie, an der unsere Arbeitsgruppe 
beteiligt war, konnte die Anwendbarkeit solcher linearen Amplifikation gut belegt werden  
(r = 0,98; (48)).  
Mit dem Verfahren der linearen Amplifikation wurden einige Studien an Nierenbiopsien 
durchgeführt. Der Hauptanteil der Untersuchungen fand jedoch an Transplantatnieren (5, 
134, 140) und kaum an nativen Nieren (146) statt.  
Mikrodissezierte Nephronsegmente stellen hierbei eine nochmals größere Herausforderung 
dar, da beispielsweise nur 15-30 ng Gesamt-RNA aus isolierten Glomeruli eines 
Biopsiepartikels gewonnen werden können. Dennoch gelang es unserer Arbeitsgruppe, die 
publizierten Protokolle an die Gegebenheiten mikrodissezierter Nierenbiopsien anzupassen 
und in Zusammenarbeit mit Sanofi-Aventis, Frankfurt, genomweite Expressions-Profile aus 
isolierten Nephronsegmenten humaner Nierenbiopsien der ERCB zu gewinnen (Array HG-
U133A, B; Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) (25). Nach Abschluss der Analyse dieser 
Daten wird es erstmals Aufschluss über die glomerulären bzw. tubulo-interstitiellen 
transkriptionellen Veränderungen bei humanen Nierenerkrankungen geben. 
Diese genomweiten Expressions-Daten werden neben den in der Einleitung beschriebenen 
differential-diagnostischen und wissenschaftlichen Anwendungen auch die Bestätigung 
bioinformatisch erhobener Promotoranalysen erlauben: Promotorsequenzen sind die 
regulierenden Einheiten der Transkription eines Gens, an die sich spezifische 
Transkriptionsfaktoren in bestimmten Mustern anlagern und die Expression des spezifischen 
Gens initiieren oder unterbinden können. Seit einigen Jahren ist es möglich, Ähnlichkeiten in 
der Promotorsequenz einzelner Gene bioinformatisch zu identifizieren (176, 122, 71). Solche 
Ähnlichkeiten in Promotorsequenzen können auf eine parallele transkriptionelle Regulation 
der Gene hindeuten, was wiederum die Beteiligung an identischen biologischen Prozessen 
nahelegen würde (36, 51, 52). So untersuchen wir zusammen mit der Firma Genomatix, 
München, Promotorsequenzen podozytär exprimierter Gene und konnten bereits erfolgreich 
die gemeinsame transkriptionelle Regulation zweier Schlitzmembran-assoziierter Moleküle 
vorhersagen (25). Der zweite Schritt wird nun sein, in humanen Promotor-Datenbanken nach 
neuen potentiell ko-regulierten Genen zu suchen, um so neue podozytär exprimierte Gene 
zu prädiktieren. Dies wäre der zweite erfolgreiche Versuch einer bioinformatischen 
Vorhersage neuer podozytärer Genprodukte nach dem vorgestellten Ansatz des Digital 
Differential Displays (X). 
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Abb. 6: Denkbare Einsatzmöglichkeiten der Genexpressions-Analyse bei der diagnostischen 
Aufarbeitung von Nierenbiopsien: 
A) Bei differential-diagnostischen Unklarheiten nach Abschluss der konventionellen diagnostischen 
Schritte könnte die Analyse von Kandidatengenen mit Hilfe von real-time RT-PCR wichtige 
Informationen liefern (als Beispiel: Podocin/Synaptopodin bei Fokal-segmentaler Glomerulosklerose 
und Minimal-Change Glomerulopathie (VII)).  
B) Ebenso ist die Etablierung der Genexpressions-Analyse mit einem „diagnostischen Chip“ (Array) 
als Ergänzung der Standard-Methoden denkbar (als Beispiel: Expressionsprofile mit prognostischer 
Aussagekraft (VIII)). 
 
Die Genexpressions-Analyse humaner Nierenbiopsien ist ein vielversprechender Ansatz, der 
sowohl diagnostische Möglichkeiten bietet als auch neue pathophysiologische Einblicke 
ermöglichen wird. Ihr Stellenwert im „diagnostischen“ Alltag wird sich in den nächsten Jahren 
zeigen. Die etablierten Methoden der Biopsiediagnostik (Lichtmikroskopie, 
Immunfluoreszenz, Elektronenmikroskopie) haben ihre Wertigkeit bewiesen und stellen den 
Standard zur Klassifizierung und Therapieentscheidung dar. Die Genexpressions-Analyse 
wird ein ergänzendes Verfahren zu den etablierten diagnostischen Methoden sein. Diese 
Komplettierung der Diagnostik ist dabei auf zwei verschiedene Weisen vorstellbar (94). So 
könnte nach abgeschlossener morphologischer Diagnostik die gezielte Untersuchung der 
Expression von Kandidatengenen an isolierten Nephronsegmenten differential-diagnostische 
Fragen beantworten (Abb. 6A, siehe als Beispiel VII). Ebenso ist jedoch eine breite 
Expressions-Untersuchung durch Arrays parallel zu mikroskopischen Verfahren denkbar 
(Abb. 6B, siehe als Beispiel VIII). Ferner werden die mikroskopischen Verfahren gerade bei 
der komplexen Anatomie der Niere stets die wichtige Aufgabe erfüllen, die im Biopsiezylinder 
enthaltenen Strukturen zu quantifizieren (z. B. Zahl der Glomeruli), ein Aspekt, der bei der 
mRNA-Quantifizierung nur durch die Mikrodissektion gewährleistet ist. 
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Eine biologische Tatsache muss bei der Analyse von Geneexpressions-Daten stets 
besondere Beachtung finden: Die Quantifizierung der mRNA spiegelt in keinem Fall direkt 
das Expressions-Niveau auf Proteinebene wider. Die posttranskriptionellen 
Regulationsmöglichkeiten der Zelle sind vielfältig und noch nicht im Detail verstanden. Die 
natürliche Regulation des mRNA-Abbaus durch RNA-Interferenz durch kurze RNA-Moleküle 
ist ein wichtiger Aspekt, der erst in den letzten Jahren Beachtung gefunden hat (75, 106). 
Zweitens nutzt die Zelle alternatives Splicing, um z. B. das identische Transkript eines 
extrazellulären Botenstoffes zu einer stimulatorischen oder inhibitorischen Form zu 
verändern ((16, 26, 154) und X). Und nicht zuletzt dient der Metabolismus der Proteine der 
Feinregulierung der zellulären Homöostase, wobei der proteasomale Verdau nach 
Ubiquitinierung eines Eiweisses eine effektive und schnelle Regulation ermöglicht (30, 118). 
So konnten wir in einer Arbeit demonstrieren, dass bei spezifischen Glomerulopathien die 
Expression podozytärer Genprodukte auf mRNA-Ebene im deutlichen Unterschied zur 
Expression auf Proteinebene steht (alpha-Actinin-4, Clp36 (36-kD C-terminal LIM domain 
protein) (22)). Dieser Befund wurde von einer anderen Arbeitsgruppe für weitere podozytäre 
Kandidatengene bestätigt (Nephrin, Podocin (91)) und von unserer Arbeitsgruppe bezüglich 
der Rolle des Ubiquitin-Proteasom-Systems weiter untersucht (17). 
Es darf nicht unerwähnt bleiben, dass die mRNA-Expressions-Analyse aus Nierengewebe 
weiterhin das invasive Verfahren der Nierenbiopsie benötigt. Einige interessante Studien 
untersuchten in den letzten Jahren die Möglichkeit der nicht-invasiven Diagnostik in der 
Nephrologie. Hierbei wurden Blut- oder Urinproben mit verschiedenen Techniken untersucht: 
So analysierten mehrere Arbeitsgruppen die Genexpression von peripheren Blutleukozyten 
bei renalen Erkrankungen (135, 6, 178, 121). Auch wurde RNA erfolgreich aus mit dem Urin 
ausgeschiedenen Zellen isoliert und daran die Expression von Kandidatengenen bei 
Nierentransplantatrejektion untersucht (158, 98, 99, 27). Li et al. berichteten z. B. eine 
beeindruckend hohe Sensitivität und Spezifität für die mRNA-Menge für Perforin und 
Granzyme B bei der akuten Transplantatrejektion (99). Jedoch ist die Gewinnung intakter 
mRNA aus Urin noch eine große Herausforderung (107). Eine weitere nicht-invasive 
Untersuchungsmethode ist die Analyse der mit dem Urin ausgeschiedenen Eiweiße. Mit 
neuen Techniken der breiten Proteinanalyse (Proteomics) sind nun auch erste Studien zur 
proteomischen Analyse des Urins von Patienten mit Nierenerkrankungen publiziert (73, 108, 
175, 138, 114). Solche Analysen von Urin und Blut werden in den meisten Fällen eine 
Nierenbiopsie nicht ersetzen, aber könnten wegen der fehlenden Invasivität eine wichtige 
Rolle z. B. als Screening- oder Verlaufsparameter (z. B. bei Nierentransplantaten) 
einnehmen. So könnten sich die neuen Techniken gegenseitig ergänzen, indem die 
Genexpressions-Analyse an Nierenbiopsien die Diagnostik spezifizieren kann und die nicht-
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invasiven Methoden eine verbesserte Überwachung des klinischen Verlaufs und des 
Therapie-Ansprechens ermöglichen. 
Die Zahl der Studien, die die vielversprechenden Potentiale der Genexpressions-Analyse 
humaner Nierenbiopsien (real-time RT-PCR oder Array) demonstrieren konnten, wächst 
ständig. Wichtig wird es sein, die erhobenen Daten an ausreichend großen 
Patientenkollektiven zu erheben und an unabhängigen Kollektiven zu bestätigen. Für beides 
ist der Ansatz der ERCB und der in den eigenen Arbeiten vorgestellten, ergänzenden 
Methoden von höchster Bedeutung (I, IV, V). Diese Multizenterstudie, die nur durch die 
Mitarbeit vieler nephrologischer Zentren durchführbar war, wird auch in Zukunft erlauben, 
das Potential der Genexpressions-Analyse humaner Nierenbiopsien zu wissenschaftlichen 
Zwecken zu nutzen und ihre Übertragbarkeit auf diagnostische und therapeutische Ansätze 
zu überprüfen.  
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5. Zusammenfassung 
Die Zahl der Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz nimmt stetig zu und die damit 
einhergehende Morbidität und Mortalität ist erheblich. Nur ein besseres Verständnis der 
Pathogenese renaler Erkrankungen kann neue Therapieoptionen eröffnen und eine 
spezifischere Diagnostik den gezielten Einsatz von Therapien ermöglichen. 
Bei renalen Erkrankungen des Menschen ist die Nierenbiopsie das einzige Verfahren, dass 
eine Untersuchung der morphologischen Veränderungen des Nierengewebes erlaubt. Durch 
die histologische Klassifikation von Nierenbiopsien konnten diagnostische 
Krankheitsentitäten etabliert und das Therapievorgehen bei zahlreichen Nierenerkrankungen 
standardisiert werden. Doch bietet der Befund der Nierenmorphologie nur begrenzte 
Aussagekraft bezüglich des Fortschreitens der Nierenerkrankung oder des Ansprechens auf 
Therapien. Der Einsatz der Genexpressions-Analyse könnte hier zur Optimierung der 
Diagnostik beitragen sowie neuartige Untersuchungen der Pathophysiologie der Niere 
ermöglichen. 
Um die Genexpression humaner Nierenerkrankungen untersuchen zu können, wurde ein 
spezielles Protokoll zur Nierenbiopsieasservierung und -mikrodissektion für den Einsatz im 
Rahmen einer Multizenterstudie etabliert. Dieses ermöglichte den Aufbau der Europäischen 
Renalen cDNA Bank (ERCB), der weltweit größten Sammlung humaner Nierenbiopsien zur 
Analyse der mRNA-Expression. Parallel hierzu wurden Methoden entwickelt, konventionell 
aufgearbeitete und archivierte Nierenbiopsien bezüglich ihrer mRNA-Expression zu 
untersuchen. Dies erlaubte die Bestätigung von Befunden aus Analysen der ERCB an einer 
unabhängigen Gruppe von Biopsien. 
Mit der Analyse der Genexpression von Biopsien aus der ERCB wurde zum einen die 
Expression spezifischer Genprodukte bei humanen Nierenerkrankungen untersucht. Zum 
anderen konnten mRNA-Expressions-Muster identifiziert werden, die potentiell differential-
diagnostische oder prognostische Wertigkeit bei humanen Nephropathien besitzen. Zudem 
konnte erstmals die bioinformatische Prädiktion der zellspezifischen Expression eines 
Genprodukts anhand der ERCB überprüft und damit Hinweise auf dessen 
pathophysiologische Funktion gewonnen werden. 
In Zukunft kann die Genexpressions-Analyse humaner Nierenbiopsien helfen, zahlreiche 
pathophysiologische Ansätze humaner Nierenerkrankungen zu überprüfen und somit neue 
Therapieansätze zu ermöglichen. Ebenso wichtig ist die Erstellung von umfassenden 
nephropathie-spezifischen Expressions-Profilen, um ihre diagnostische und prognostische 
Wertigkeit zu testen. Dies wird ein entscheidender Schritt sein, die nephropathologische 
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Diagnostik bezüglich ihrer differential-diagnostischen Wertigkeit und ihrer prognostischen 
Aussagekraft zu bereichern. 
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